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RESUMO 
 
 O presente estudo teve como principal objectivo avaliar a diversidade genética de 
uma população parasitária de Leishmania em isolados portugueses de hospedeiros 
humanos, caninos, vulpinos e do vector, aplicando dois marcadores moleculares: kDNA e 
microssatélites. 
 No Capítulo 1 fez-se uma revisão bibliográfica sobre as leishmanioses incluindo a 
epidemiologia da infecção nos países da bacia mediterrânica nomeadamente Portugal. Deu-
se especial relevo à epidemiologia molecular que nos últimos anos tem vindo a ser 
desenvolvida. 
 No Capítulo 2 efectuou-se um inquérito de leishmaniose canina que abrangeu 374 
cães provenientes da Região Metropolitana de Lisboa. Foi encontrada uma prevalência total 
de 19,2%, com a prevalência de 18,4% nos cães com dono e 21,6% nos cães sem dono ou 
vadios. Os resultados obtidos evidenciaram a importância dos cães vadios na transmissão 
do parasita e disseminação da doença. A partir dos 72 cães infectados, foram isolados 49 
estirpes de Leishmania, tendo estas sido tipadas como L. infantum zimodeme MON-1. 
Estas estirpes, em conjunto com outras amostras isoladas a partir de humanos, vector e 
outros canídeos, foram utilizadas para avaliar a diversidade genética. 
 No Capítulo 3 foram desenvolvidas sequências iniciadoras cinetoplastideais, MC1 
e MC2, tendo-se estas revelado específicas e sensíveis para a identificação do complexo L. 
donovani isolados em cultura ou directamente a partir de amostras clínicas. Aplicou-se a 
metodologia de kDNA-PCR-RFLP na análise de 161 amostras de DNA, das quais 134 
eram provenientes de isolados portugueses de L. infantum. Foram identificados 16 
genótipos na totalidade das amostras, tendo 13 sido identificados nas amostras portuguesas. 
Observou-se a predominância do genótipo A, observado exclusivamente na população 
parasitária portuguesa. Em termos geográficos esta metodologia mostrou estar de acordo 
com a tipagem isoenzimática, e outros marcadores moleculares, individualizando as 
amostras provenientes de África num único genótipo. No entanto não se observou 
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individualização ao nível das regiões de Portugal estudadas, sugerindo a existência de fluxo 
genético entre as diferentes áreas geográficas. 
 No Capítulo 4 aplicou-se a análise de 13 loci de microssatélites, polimórficos para 
L. infantum, em 154 amostras, das quais 128 eram provenientes de diferentes regiões 
geográficas de Portugal e de diferentes hospedeiros e vector. Obteve-se um maior grau de 
polimorfismo com estes marcadores do que com o kDNA, identificando-se 85 genótipos. 
Observou-se uma maior diversidade molecular nas amostras provenientes do Algarve e 
Alto Douro e, relativamente ao hospedeiro, estes alvos moleculares mostraram ser muito 
mais polimórficos no hospedeiro humano que o canino, indo ao encontro dos resultados de 
tipagem isoenzimática que se conhecem até à actualidade. Foi individualizado um 
agrupamento de amostras não MON-1 e dentro deste, um sub-agrupamento das amostras de 
África Oriental (Etiópia e Sudão), como anteriormente sugerido por outros autores. 
 No Capítulo 5 discutiram-se os resultados obtidos permitindo verificar que a 
variabilidade dos parasitas Leishmania no nosso país é maior do que tem sido considerada 
até ao presente. Possibilitaram também o conhecimento de que há genótipos predominantes 
em Portugal e que a variabilidade genética no hospedeiro humano e no vector é superior à 
do reservatório doméstico e silvático.  
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SUMMARY 
 
 The main objective of the present study was to access genetic diversity of a 
Leishmania parasite population from human, canine, vulpine and vector portuguese 
isolates, by using two molecular markers: kDNA and microsatellites. 
 In Chapter 1, we have performed a bibliographic revision concerning 
leishmaniasis including epidemiology of the disease in the mediterranean countries 
namely Portugal. A special emphasis was given to molecular epidemiology that as been 
developed in the last years. 
 In Chapter 2, we have performed a canine survey on leishmaniasis which 
included 374 dogs from the Lisbon metropolitan region. An overall prevelance of 
19,2%, with 18,4% in domestic dogs and 21,6% in stray dogs were found. The results 
highlight the importance of stray dogs in parasite’s transmission and disease 
dissemination. From the 72 dogs that were found infected, 49 strains were isolated and 
typed as L. infantum MON-1. These strains, along with other human, vector and canine 
samples, were used to evaluate genetic diversity. 
 In Chapter 3 we have developed kinetoplastid primers, MC1 and MC2, being 
these primers specific and sensitive for L. donovani complex identification in isolates 
from cultures or directly from clinical samples. kDNA-PCR-RFLP was applied on the 
analysis of 161 DNA samples, 134 of them belonging to L. infantum Portuguese 
isolates. 16 genotypes were identified in the total sample and 13 genotypes were 
identified in the portuguese samples. A predominance of genotype A was observed, 
which was exclusively found in the Portuguese parasite population. In terms of 
geographic distribution, this methodology showed to be in agreement with isoenzyme 
typing and with other molecular markers, separating a unique genotype for the samples 
from Africa. However, individualization was not observed in the studied geographic 
regions of Portugal suggesting the existence of genetic flow between the different 
regions. 
 In Chapter 4, 13 microsatellite loci, polymorphic for L. infantum, were studied 
in 154 samples, 128 of them belonging to the different geographic regions of Portugal 
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and different host and vector. A high degree of polymorphism was obtained with these 
markers than with kDNA, having identified 85 genotypes. Greater molecular diversity 
in samples from Algarve and Alto Douro was observed, and relatively to the host, 
human samples seemed to be more polymorphic than canine, which is in accordance 
with results from isoenzymatic typing that are currently known. A cluster of samples 
that are not MON-1 were individualized and within this group, a sub-cluster of samples 
of East Africa (Ethiopia and Sudan) as previously suggested by other authors. 
 In Chapter 5, we have discussed the results obtained with both markers, kDNA 
and microsatellites, and the molecular methodologies applied. The results from this 
study allowed us to conclude that Leishmania parasites in Portugal presently show 
higher variability than what has been observed in the past. This study also allows us to 
know that some genotypes are predominant in Portugal and human host and vector 
genetic variabilities are higher than in domestic and silvatic reservoirs. 
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1. Introdução geral 
 
 
1.1   Leishmanioses  
 Designam-se por leishmanioses as infecções que têm como agente etiológico um 
protozoário hemoflagelado intracelular pertencente ao género Leishmania Ross, 1903, 
família Trypanosomatidae, e ordem Kinetoplastida, possuindo um flagelo e dois 
genomas: DNA nuclear e DNA cinetoplastideal (kDNA). As formas clínicas 
manifestam-se através de uma diversidade de quadros clínicos desde lesões cutâneas de 
cura espontânea até à forma viscerotrópica, mais grave e potencialmente fatal. As 
leishmanioses, apesar de serem consideradas doenças negligenciadas, permanecem 
como um grave problema de Saúde Pública para o qual a Organização Mundial de 
Saúde (OMS) tem dirigido especial atenção. Este grupo de doenças, são importantes em 
termos de morbilidade e, em alguns casos graves, de mortalidade. 
As leishmanioses afectam essencialmente países tropicais e sub-tropicais, com 
uma prevalência mundial de 12 milhões de casos, ameaçando cerca de 350 milhões de 
pessoas nos quatro continentes afectados. A incidência anual está estimada em 1-1,5 
milhões de casos de leishmaniose cutânea e 500 000 casos de leishmaniose visceral. 
Dos 88 países afectados, 13 são países sub-desenvolvidos e 72 considerados países 
desenvolvidos, nos quais se encontram alguns países do Sudoeste da Europa onde a 
leishmaniose é endémica (Desjeux, 2004). No entanto é bastante difícil ter estimativas 
exactas quanto às incidências e prevalências em todo o Mundo, uma vez que os casos 
reportados são muito inferiores aos que presentemente ocorrem. A diferença entre a 
realidade e o número de casos conhecidos pode dever-se a alguns factores como a 
leishmaniose não ser uma doença de notificação obrigatória em muitos países (apenas 
33 dos 88 países endémicos para a doença notificam), a distribuição descontínua nos 
locais de transmissão em áreas endémicas, a ausência de diagnóstico ou caso não 
reportado, sobretudo quando os doentes não têm acesso fácil a instituições de saúde e os 
meios de diagnóstico são raros ou inexistentes ou mesmo quando os medicamentos não 
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estão permanentemente disponíveis (Desjeux, 2004). De facto, a leishmaniose tem uma 
forte ligação à pobreza e, consequentemente, a condições de saúde e alojamento 
precárias e à má nutrição (Alvar et al., 2006). 
A epidemiologia das leishmanioses é extremamente variada: o género 
Leishmania engloba mais de 30 grupos taxonómicos, sendo cerca de 20 infectantes para 
humanos. Igualmente, encontram-se descritas aproximadamente 80 espécies ou sub-
espécies de dípteros flebotomíneos, como vectores de Leishmania (Killick-Kendrick & 
Rioux, 2002). Existem duas importantes entidades epidemiológicas: zoonótica, que 
engloba reservatórios animais no ciclo de transmissão e antroponótica, na qual a 
infecção é transmitida homem a homem (Dedet  & Pratlong, 2003). 
No complexo de doenças que incluem as leishmanioses encontram-se a 
leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose mucocutânea 
(LMC) e leishmaniose cutânea difusa (LCD).  
A LV, também designada na Ásia por “febre negra” ou Kala-azar, é considerada 
a forma mais grave da doença, podendo ser mortal se não for tratada. Dos 500 000 
novos casos que ocorrem anualmente em 47 países, 90% encontram-se no Bangladesh, 
Brasil, Índia, Sudão e Nepal (Desjeux, 2004). A LV é causada por Leishmania donovani 
no sub-continente Indiano, África oriental e algumas regiões da China onde, devido à 
natureza antropofílica do vector, se observa a manutenção de um ciclo antroponótico. L. 
archibaldi, segundo a identificação por tipagem isoenzimática, é também considerada 
como o parasita responsável pela LV no Sudão e Etiópia (Pratlong et al., 2001). No 
sudoeste da Europa e Bacia Mediterrânica a LV tem como agente etiológico L. infantum 
e, no Novo Mundo, essencialmente no Brasil, L. chagasi (Desjeux, 2004) (Quadro 1.1). 
L. chagasi considera-se presentemente como sendo indistinguível de L. infantum 
(Maurício et al., 2000). A LV do tipo mediterrânico e na América do Sul é, na sua 
maioria, uma zoonose sendo transmitida por flebótomos do sub-género Laroussious 
(Killick-Kendrick & Rioux, 2002), e tem como principal reservatório o cão. Contudo, 
independentemente da localização geográfica da LV, esta caracteriza-se pela presença 
de febre persistente, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatias e 
anemia. Como a LV é uma doença que afecta inicialmente o sistema retículo-endotelial, 
a substituição das células infectadas provoca hiperplasia e, consequentemente, um 
aumento do tamanho dos órgãos como o baço e o fígado. No Kala-azar indiano, as 
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formas amastigotas do parasita são detectadas frequentemente no sangue periférico. Em 
alguns doentes surgem meses ou anos após tratamento das lesões viscerais, lesões 
cutâneas, por todo o corpo, ricas em amastigotas, sendo esta forma clínica designada por 
leishmaniose dérmica pós-Kala-azar (PKDL). Considera-se que a presença de parasitas 
na pele é responsável pela manutenção do ciclo antroponótico. 
 A LC caracteriza-se geralmente pela presença de lesões cutâneas localizadas. 
90% dos casos de LC ocorrem na Síria, Sul da Arábia, Irão, Afeganistão, Argélia, Brasil 
e Perú. No Velho Mundo, as principais espécies responsáveis pela LC são L. major, L. 
aethiopica e L. tropica, sendo frequentes as lesões cutâneas causadas por L. infantum na 
Bacia Mediterrânica e na ex-União Soviética (WHO, 1990). Até à data todas as estirpes 
causadoras de LC nos países europeus foram identificadas como L. infantum. L. major é 
a espécie responsável pela LC zoonótica, contando com uma larga distribuição desde 
regiões do Norte de África, oriental e ocidental, bem como médio e próximo Oriente e 
Ásia central. L. tropica é considerada responsável pelo ciclo antroponótico em diversas 
zonas do médio e próximo Oriente e L. aethiopica é responsável pela LC na Etiópia e 
Quénia (Dedet, 2002).  
No Novo Mundo, a LC é causada por várias espécies do sub-género Viannia (L. 
braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. peruviana) e do sub-género Leishmania 
(L. amazonensis, L. mexicana), sendo o ciclo de transmissão zoonótico (Quadro 1). No 
entanto, L. braziliensis é a espécie que tem uma distribuição mais alargada, desde o sul 
do México ao norte da Argentina e Brasil. L. amazonensis tem igualmente uma ampla 
distribuição na América do Sul. As outras espécies têm uma distribuição mais restrita: 
L. guyanensis no norte da Amazónia, L. panamensis na Colômbia e América central, L. 
mexicana no México e América Central e L. peruviana nos Vales Andinos do Perú. 
A LC, de um modo geral, caracteriza-se pelo aparecimento de uma pápula 
eritematosa ou nódulo no local da picada, ulcerando após algumas semanas. As lesões 
podem, posteriormente, surgir em qualquer parte do corpo no entanto, as zonas mais 
afectadas são os membros e a face. As formas cutâneas do Velho Mundo são 
frequentemente de cura espontânea. As lesões podem ser múltiplas causando cicatrizes 
indeléveis.  
A LCD é uma forma clínica bastante rara resultante de um défice de imunidade 
celular dos indivíduos afectados. Esta forma da doença não manifesta tendência para a 
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cura e frequentemente apresenta resistência à terapêutica, manifestando-se por nódulos 
em grandes extensões do corpo que não costumam ulcerar confundindo-se com lepra 
lepromatosa (Dedet & Pratlong, 2003). A LCD ocorre na Etiópia, Quénia e Namíbia, 
tendo como reservatório o hirax e agente etiológico L. aethiopica e L. amazonensis no 
Novo Mundo. No entanto, mais recentemente têm surgido casos de LCD associados a 
outras espécies, nomeadamente no Velho Mundo, L. major e L. infantum, em indivíduos 
imunodeprimidos (Develoux et al., 1996; Durand et al., 1998). 
A LMC ou Espúndia é endémica na América Central e do Sul, é provocada por 
L. braziliensis e de transmissão zoonótica, os reservatórios são pequenos roedores 
silváticos (Dedet & Pratlong, 2003). A lesão primária provoca uma úlcera semelhante à 
causada por outras espécies dermotrópicas de Leishmania. Uma percentagem 
significativa dos casos (2-40%) evolui com lesões secundárias originando a destruição 
das cartilagens e mucosas das fossas nasais e evoluindo posteriormente para a mucosa 
bucal, faringe e laringe, provocando lesões mutilantes graves. Embora raramente, L. 
guyanensis pode causar LMC (Dedet & Pratlong, 2003). 
Presentemente, o método standard de identificação e diferenciação de espécies e 
sub-espécies em Leishmania, e universalmente aceite, é a electroforese enzimática 
multilocus ou tipagem isoenzimática, efectuada em Centros de Referência da OMS. 
Este tipo de classificação tem por base a mobilidade electroforética de isoenzimas, 
requerendo a análise de 8-15 enzimas diferentes que, depois de separadas num gel de 
acetato de celulose, de acordo com a sua carga iónica, formam um padrão específico. 
Este padrão é definido como o arranjo único de bandas produzidas pelas diferentes 
isoenzimas. O conjunto das bandas (uma por enzima), produzidas por um determinado 
isolado origina o seu perfil isoenzimático, onde os grupos de isolados com o mesmo 
perfil isoenzimático se designam por zimodemes (Rioux et al., 1990).  
Esta unidade taxonómica, embora não seja reconhecida pelo Código Internacional de 
Nomenclatura, tem-se revelado muito útil na identificação do parasita e tem sido 
amplamente utilizada em estudos epidemiológicos. 
 
 
 
 
1 – Introdução geral 
 7
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quadro 1.1: Patologia, principais vectores, reservatórios e distribuição geográfica das leishmanioses 
(Desjeux, 1992; Killick-Kendrick & Rioux, 2002; Shaw, 2002; Dedet & Pratlong, 2003). 
L.- Leishmania; Ph.- Phlebotomus; Lu.- Lutzomia; LV- leishmaniose visceral; LCL – leishmaniose cutânea localizada; 
LCD – leishmaniose cutânea difusa; LMC – leishmaniose mucocutânea; * em estádios de imunossupressão 
 Espécie Patologia habitual Principais Reservatórios Distribuição geográfica
Patologia rara vectores
Sub-género Leishmania
L. infantum VL Ph. ariasi Canídeos Região Mediterrânea,
LCL, LCD* Ph. perniciosus Balcãs, Médio Oriente,
Ph. chinensis Ásia Centra, China
L. donovani LV Ph. argentipes Homem; Índia, Paquistão, China,
LCL Ph. martini Roedores? Quénia, Sudão, Etiópia
Ph. orientalis Canídeos?
Ph. alexandri
L. major LCL Ph. papatasi Roedores Norte, Este e Oeste África,
LCD* Ph. duboscqi Próximo e Médio Oriente,
Ásia Central
L.tropica LCL Ph. sergenti Homem; Médio Oriente, Paquistão,
LV Canídeos? Índia, Região Mediterrânea
L. aethiopica LCL Ph. longipes Hiraxes Etiópia e Quénia
LCD Ph. pedifer
L. chagasi / L. infantum LV Lu. longipalpis Canídeos América Central e do Sul
LCL, LCD Lu. evansi
L. mexicana LCL Lu. olmeca olmeca Roedores; América Central e do Sul
LCD, LV* Canídeos
L. amazonensis LCL Lu. flaviscutellata Roedores América Central e do Sul
LCD, VL  Marsupiais
L. venezuelensis LCL Lu. rangeliana Equinos e Felinos Venezuela
Sub-género Viannia
L. peruviana LCL Lu. peruensis Canídeos Perú
Lu. verrucarum  Roedores
L. lainsoni LCL Lu. ubiquitalis Roedor Brasil, Perú
L. naiffi LCL Lu. ayrozai Desdentados Brasil
Lu. paraensis
L. shawi LCL Lu. whitmani Primatas Brasil
Perguiças
L. guyanensis LCL Lu. umbratilis Perguiças; América do Sul
LMC Roedores, Marsupiais
L. panamensis LCL Lu. panamensis Perguiças; América Central e do Sul
LMC, LCD* Lu. trapidoi Primatas, Marsupiais,
Lu.gomezi Roedores, Canídeos
L. braziliensis LCL, LMC Lu. wellcomei Canídeos, América Central e do Sul
LCD*, LV* Equinos e Roedores
N
ov
o 
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o 
M
un
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Região Mediterrânea,
Balcãs, Médio Oriente,
Ásia Central, China
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1.2   O parasita Leishmania 
 1.2.1 Morfologia e ciclo de vida 
 
O parasita Leishmania é um eucariota unicelular, que se reproduz por divisão 
binária, possuindo no seu ciclo de vida duas formas distintas: uma forma promastigota, 
flagelada e móvel, e uma forma amastigota, sem flagelo e imóvel. 
As formas promastigotas são móveis, encontrando-se no aparelho digestivo do 
insecto vector. Estas formas medem cerca de 10-20 µm de comprimento e 1,5-3,0 µm de 
largura, possuem um flagelo que tem origem no corpo basal do cinetoplasto e que 
emerge livremente na extremidade anterior da célula. 
 Durante o processo de desenvolvimento dos promastigotas no tubo digestivo do 
insecto vector, observam-se duas formas distintas, as procíclicas, que são alongadas e 
maiores que as formas amastigotas possuindo um flagelo habitualmente mais curto que 
o corpo celular. As formas metacíclicas são relativamente curtas e arredondadas com 
um flagelo longo, duas a três vezes mais comprido que o corpo celular e com grande 
mobilidade. Estas formas constituem a fase final de desenvolvimento que ocorre no 
vector e que é inoculada no hospedeiro vertebrado (Howard et al., 1987; Killick-
Kendrick, 1990). O ciclo biológico da Leishmania nos vectores é um processo 
complexo envolvendo alterações comportamentais, morfológicas e bioquímicas, 
diferindo entre as várias espécies do parasita. Dependendo da espécie de Leishmania, o 
desenvolvimento do parasita no insecto pode completar-se entre 4 a 17 dias após a 
refeição sanguínea do flebótomo fêmea (Molyneux & Killick-Kendrick, 1987). 
As formas amastigotas encontram-se nos hospedeiros vertebrados, sendo 
formações ovóides ou arredondadas com 2,5-6,8 µm de comprimento, sem flagelo livre. 
Estas formas localizam-se intracelularmente nas células fagocíticas mononucleares. 
Para além dos outros organelos, em preparações coradas com Giemsa observam-se o 
núcleo, relativamente grande, e o cinetoplasto em forma de bastonete, mais pequeno e 
em posição anterior relativamente ao primeiro, possuindo grande quantidade de kDNA e 
que prolonga a única mitocôndria da célula. 
 De um modo geral, a infecção por Leishmania resulta da transmissão do parasita 
por picada de insectos hematófagos. Ao efectuar a sua refeição sanguínea no 
reservatório mamífero infectado, o insecto vector fêmea ingere as formas amastigotas de 
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Leishmania, diferenciando-se estas em formas promastigotas flageladas e alongadas 
(nectomonas), dando-se então início a uma fase de multiplicação logarítmica em que os 
parasitas não são infecciosos (Killick-Kendrick, 1990). Após alguns dias, estas formas 
transformam-se em promastigotas metacíclicos com grande mobilidade. Cerca de nove 
dias depois migram para a zona proximal do tubo digestivo (esófago, faringe), prontas a 
serem inoculadas no hospedeiro vertebrado durante a próxima refeição. É nesta altura 
que o flebótomo fêmea, ao efectuar a sua refeição sanguínea de que necessita para a 
maturação dos ovos, inocula as formas promastigotas metacíclicas na derme do 
hospedeiro vertebrado. Estas formas são rapidamente fagocitadas pelos macrófagos, 
passam à forma amastigota, multiplicam-se por divisão binária nos fagolisossomas das 
células fagocíticas, provocando a sua destruição ao romper a membrana celular; as 
formas amastigotas são fagocitadas por novos macrófagos.  
 
 1.2.2 Genoma 
 
O parasita Leishmania possui dois genomas, representados pelo DNA nuclear e 
pelo kDNA. O género Leishmania apresenta um cariótipo de 36 cromosomas variando 
em tamanho de 0,35 Mb a aproximadamente 3 Mb, com um tamanho total estimado de 
34,7 Mb. A estrutura dos cromossomas de Leishmania parece comparável aos de outros 
protozoários, com uma região central de sequências conservadas de baixo número de 
cópias ou de cópia única e longos “stretches” de sequências repetitivas sub-teloméricas 
e teloméricas (Wincker et al., 1996). A diploidia em Leishmania está actualmente 
aceite, com a hipótese de alguns cromossomas serem aneuploides (Banuls et al., 2007). 
Apesar de alguns autores suspeitarem da existência de recombinação genética em 
Leishmania, sugerem que este evento é, provavelmente, extremamente raro em 
condições naturais (Tibayrenc & Ayala, 1999). Apenas um número reduzido de 
referências bibliográficas têm reportado o isolamento de estirpes que foram 
caracterizadas como putativos híbridos entre diferentes espécies de Leishmania. Estes 
híbridos ocorrem essencialmente entre espécies próximas, como L. braziliensis e L. 
panamensis ou L. peruviana (Belli et al., 1994; Dujardin et al., 1995; Banuls et al., 
1997; Torrico et al., 1999), L. major e L. arabica (Evans et al., 1987; Kelly et al., 
1991). Mais recentemente, foi pela primeira vez descrita a existência de duas estirpes 
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híbridas entre duas espécies filogeneticamente e epidemiologicamente muito distantes: 
L. major e L. infantum (Ravel et al., 2006). No entanto, ainda não foi possível obter 
híbridos em laboratório, sugerindo que a frequência de recombinação sexual é muito 
baixa. A raridade da recombinação sexual e o seu baixo impacto na estrutura 
populacional apoiam a teoria de que existe essencialmente uma expansão clonal, 
semelhante ao observado em outros tripanossomídeos. Existem mecanismos assexuados 
de troca genética que tornam a recombinação sexual desnecessária e rara, dado que 
preconizam de um modo eficaz a existência de genótipos diferentes que conferem 
robustez ao parasita (Victoir & Dujardin, 2002). De acordo com o modelo proposto por 
Lythgoe (2000), os parasitas Leishmania desenvolveram mecanismos não-sexuais que 
permitiram gerar um repertório variado de genótipos necessário à sua adaptação a 
“ambientes” heterogéneos. Um desses mecanismos, que está bem documentado para 
Leishmania, é a amplificação génica que inclui: 
- Repetições sucessivas de genes constitutivos e de factores de virulência (Spithill & 
Samaras, 1987; Inga et al., 1998; Kebede et al., 1999); 
- Amplificação de segmentos curtos e longos de cromossomas, sob a forma de DNA 
circular ou linear (Ouellette & Papadopoulou, 1993); 
- Alterações no número de cromossomas (ploidia) (Cruz et al., 1993). 
Segundo Victoir & Dujardin (2002), a combinação de repetições sucessivas e de 
recombinação intragénica amplifica os genes e gera diversidade genotípica, a qual se 
pode traduzir numa maior capacidade de evolução adaptativa, que se reflecte no sucesso 
do parasitismo evidenciado pelo género Leishmania. 
  
 O cinetoplasto é um organelo em forma de disco, microscopicamente visível 
com 1-2 µm de diâmetro, que contém aproximadamente 107 pares de bases (pb) de 
DNA mitocondrial, e representa 10-20% do DNA total (Simpson et al., 1987). O DNA 
do cinetoplasto é constituído por cerca de 50 maxicírculos (com 20 000 a 35 000 pb), 
que contêm genes que codificam proteínas mitocondriais e para o RNA ribossomal 
(rRNA), e cerca de 10 000 a 20 000 minicírculos com sequências de 500 a 2500 pb 
(tamanho médio de 800 pb). Estima-se que o número de classes de minicírculos seja 
superior a 60, podendo as sequências variar dentro de cada classe, sendo cerca de 10 em 
cada espécie de Leishmania (Yurchenko et al., 1999). Apesar de não parecerem ter 
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função codificante de proteínas, algumas sequências dos minicírculos são transcritas em 
cadeias de RNA. Sturm & Simpson (1990) sugeriram que uma das principais funções 
dos minicírculos é a codificação de RNA guia (gRNA), cadeias de RNA indispensáveis 
para a edição do RNA mensageiro (mRNA), um mecanismo essencial para a expressão 
dos genes mitocondriais dos tripanossomatídeos, denominado por edição do RNA. A 
edição do RNA é definida como um processo de alteração pós-transcripcional das 
sequências nucleotídicas de regiões codificantes dos transcriptos que, no caso dos 
tripanossomatídeos, consiste na adição (ou, menos frequentemente, na remoção) de 
nucleótidos de uracilo (U), alterando a sequência do pré-mRNA e, assim, o sentido da 
sua mensagem (Benne, 1993). A informação que especifica como o pré-mRNA deve ser 
alterado, está contida em pequenas moléculas de RNA (com cerca de 40 a 80 
nucleótidos) transcritas separadamente, constituindo o gRNA. Estas moléculas contêm, 
no terminal 5’, uma sequência complementar a uma das extremidades da cadeia de 
mRNA a ser editado, seguida de uma sequência que específica os nucleótidos a serem 
inseridos no transcripto e, por fim, no terminal 3’, contém uma sequência contínua de 
nucleótidos U. Considera-se, por isso, que a função da edição do RNA é a produção de 
diferentes cadeias de mRNA em diferentes situações, podendo ser visto como um 
mecanismo relativamente primitivo de alteração da expressão génica. Esta hipótese é 
suportada pelo facto de os tripanosomatídeos serem organismos eucariótas unicelulares 
muito antigos, que desde muito cedo divergiram da linha evolutiva que conduziu às 
plantas e aos animais, e por se considerar que as próprias mitocondrias contêm um 
sistema genético primitivo (Sollner-Webb, 1991). 
 Em todos os tripanossomatídeos, dos cerca de 800 pb em média que constituem 
o minicírculo, cerca de 600 a 680 bp correspondem a uma região variável e cerca de 120 
a 200 pb correspondem a uma região conservada que contém a origem putativa de 
replicação (50 pb). Dentro desta região conservada encontram-se três blocos de 
sequências altamente conservadas, designados por Bloco de Sequência Conservada 
(“Conserved Sequence Block”, CSB): o CSB 1 (GGGCGT), o CSB2 (CCCCGTTC) e o 
CSB 3 (GGGGTTGGTGTA). O bloco CSB 3 possui a sequência universal, a qual está 
presente em todos os minicírculos de todas as espécies de tripanossomatídeos (Barker, 
1987; Yurchenko et al., 1999). A região conservada, que contém a origem de replicação 
do minicírculo, é rodeada de ambos os lados por uma região variável, de 
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aproximadamente 600 pb, rica em adeninas (A) e timinas (T) e que também contém os 
genes que codificam o gRNA. O significado da variação dos minicírculos é pouco 
conhecida, no entanto a manutenção desta variação pode ser uma vantagem selectiva 
(Borst, 1991). 
 
 
1.3 Vector e reservatório  
 
 O insecto vector díptero envolvido no ciclo natural da infecção por Leishmania é 
um hematófago da família Psycodidae, sub-família Phlebotominae. Os flebótomos são 
insectos pequenos (1,5-3,5 mm de comprimento), caracterizados por possuírem asas 
estreitas e erectas, corpo delgado, patas compridas e mandíbulas longas (Sádlová, 
1999). Existem três géneros de flebotomíneos: o género Phlebotomus (Ph.), que se 
encontra no Velho Mundo, em áreas semi-áridas e regiões da savana; o género 
Lutzomyia (Lu.) que se encontra preferencialmente em zonas florestais; e o género 
Sergentomyia que engloba espécies que se alimentam em répteis e que são vectores de 
Sauroleishmania. Os dois primeiros géneros são vectores de Leishmania. 
 No Velho Mundo, os principais vectores de Leishmania pertencem ao sub-
género Larroussius, sendo Ph. (Larroussius) perniciosus e Ph. (Larroussius) ariasi as 
espécies mais importantes na parte ocidental da bacia mediterrânica. Estes são 
considerados antropofílicos e zoofílicos no entanto, apresentam clara preferência pelos 
animais (Ashford & Bettini, 1987). Ambas as espécies são vectores conhecidos de L. 
infantum.  
 L. major, é responsável por grande parte das leishmanioses cutâneas no Norte de 
África, e tem como principal vector Ph. papatasi (Chelbi & Zhioua, 2007). L. tropica 
tem como principal vector Ph. sergenti. Em Portugal, país onde a espécie de 
Leishmania dominante é L. infantum, já têm sido capturados, em duas regiões distintas, 
Ph. sergenti  e Ph. papatasi (Schrey et al., 1989; Alves-Pires et al., 2001; Afonso et al., 
2005). 
 No Novo Mundo, o vector mais importante na LV é Lu. longipalpis, sendo Lu. 
(Nyssomyia) whitmani o vector responsável pela transmissão de algumas espécies de 
Leishmania que causam LC. No entanto, a diversidade de espécies de Leishmania e de 
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flebótomos suspeitos nesta região neotropical, contribuem para uma longa e complexa 
lista de espécies vectores ou potenciais vectores. A eficiência da transmissão do parasita 
pelos flebótomos apresenta grande variabilidade, dependendo da longevidade, 
preferências tróficas e densidade dos vectores. Assim, populações vectoriais que vivam 
junto a um bom reservatório terão provavelmente uma maior capacidade de transmissão 
(Bryceson, 1996). Por outro lado, a distância de voo dos flebótomos é limitada, daí que 
o hospedeiro vertebrado tenha que invadir ou viver próximo do habitat do vector para 
estar em risco de ficar infectado com Leishmania. 
 Segundo Rioux et al. (1969), o hospedeiro animal pode ser habitual, primário ou 
secundário, e acidental. Só o primeiro deve ser considerado um verdadeiro reservatório. 
O reservatório habitual deve ser fonte próxima para a infecção humana através do 
vector, ser susceptível ao agente patogénico, apresentá-lo em local acessível ao vector e 
no estádio ideal para que ocorra infecção, ser a principal fonte de alimentação para o 
vector e viver no mesmo habitat que este. De igual modo, a evolução da infecção deve 
apresentar um carácter crónico com desenvolvimento arrastado de modo a permitir a 
sobrevivência do animal durante o período sazonal de actividade do vector (Bray, 
1982). Por outro lado, um hospedeiro acidental é aquele em que a infecção ocorre em 
condições excepcionais e raras, não permitindo a continuação do ciclo biológico do 
parasita. Apesar de não desempenharem um papel significativo na epidemiologia das 
leishmanioses, a sua importância não deve ser descurada, uma vez que estes podem 
introduzir ou reintroduzir a infecção em novas áreas. O cavalo (Koehler et al., 2002, 
Rolão et al., 2005), o urso (Garham, 1965), o lobo (Rebelo, 1993) e o gato (Poli et al., 
2002) têm sido referidos como hospedeiros acidentais. Recentemente, tem sido colocada 
a hipótese de que o gato possa desempenhar um papel de reservatório habitual em vez 
de hospedeiro acidental (Solano-Gallego et al., 2007; Maia et al., em publicação). 
Os canídeos, nomeadamente cães e raposas, são considerados os principais 
reservatórios da LV no Velho e Novo Mundo. Na LC os roedores são os principais 
reservatórios da maioria das espécies de Leishmania, no entanto, primatas, marsupiais, 
hiraxes, armadilhos e preguiças têm sido também considerados reservatórios de 
diferentes espécies dermotrópicas de Leishmania no Novo Mundo. 
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Na bacia mediterrânica e, nomeadamente em Portugal, a leishmaniose é 
considerada uma zoonose, em que o cão é o principal reservatório e também o principal 
hospedeiro do parasita (Cortes et al., 2007). 
 No Sul da Europa, a LV zoonótica causada por L. infantum era considerada um 
doença rural no entanto, presentemente é cada vez mais frequentemente diagnosticada 
em áreas urbanas. A ocorrência de surtos de LV ou aparecimento de novas áreas 
endémicas em zonas urbanas/peri-urbanas está associada à “urbanização” dos focos 
naturais zoonóticos. Está também associada com o aumento de habitações uni-
familiares, na periferia das cidades, com jardim onde os cães domésticos habitualmente 
se encontram, favorecendo a existência de bons habitats para os flebótomos (Campino, 
2002). Também o nível de conhecimento da população em geral e em particular de 
donos de cães, sobre esta zoonose, deve ser tido em conta, sendo essencial realizar 
acções de sensibilização e esclarecimento, para que possam ser usadas medidas 
profilácticas efectivas contra esta zoonose (Neves et al., 2007). Por outro lado, o 
desenvolvimento das zonas sub-urbanas pode levar a um aumento dos resíduos sólidos 
e, por vezes, condições sanitárias deficientes, e consequentemente atraindo cães vadios. 
Estes animais que vivem sempre ao ar livre são um alvo mais fácil para a picada do 
insecto vector e, consequentemente, para a transmissão da infecção, uma vez que 
frequentemente estão em condições físicas precárias. Este grupo de animais pode ser 
responsável pela acrescida dificuldade no controlo da leishmaniose canina (Cortes et al., 
2007).  
 
 
1.4 Co-infecção Leishmania/VIH 
 
O desenvolvimento da pandemia do vírus da imunodeficiência humana/síndrome 
de imunodeficiência adquirida (VIH/SIDA) que se verificou nos últimos vinte anos 
modificou o panorama das leishmanioses tanto no campo clínico como epidemiológico, 
tendo já sido reportados casos de co-infecção Leishmania/ VIH em 35 países (Desjeux 
& Alvar, 2003). Este aumento do número de casos de co-infectados pode dever-se 
fundamentalmente à “urbanização” das leishmanioses e “ruralização” da infecção por 
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VIH, observando-se um aumento da população humana nas áreas sub-urbanas, onde 
abundam o vector e o reservatório, propiciando a sobreposição das duas infecções (Cruz 
et al., 2006). A infecção pelo VIH aumenta o risco do desenvolvimento LV de 100 a 
1000 vezes nas áreas endémicas (WHO, 2000), reduz a eficácia da resposta terapêutica 
e aumenta a probabilidade de ocorrerem recaídas. A infecção por Leishmania foi 
sugerida como a terceira parasitose oportunista mais frequente em indivíduos infectados 
com o VIH, a seguir à toxoplasmose e criptosporidiose (Alvar et al., 1997). 
Presentemente observa-se a tuberculose como a infecção oportunista mais frequente nos 
indivíduos seropositivos. 
A maior prevalência de co-infecção Leishmania/VIH ocorre nos países do 
sudoeste da Europa nomeadamente Espanha, França, Itália e Portugal. No continente 
Americano, o Brasil é o país com mais casos declarados. Na Ásia, a co-infecção está a 
aumentar em especial na Índia, Bangladesh e Nepal com a agravante de que nestes 
países o parasita apresenta resistência aos antimónios, fármacos de primeira linha 
naqueles países (Figura 1.1). Em África as perspectivas são de que o número de casos 
aumente devido às condições de saúde precárias e às guerras existentes neste continente 
(WHO, 2007).  
 
 
Figura 1.1. Países com leishmaniose endémica e com co-infecção Leishmania/VIH. 
Distribuição global de leishmaniose; Países que reportaram co-infecção. (in Desjeux & 
Alvar, 2003). 
 
Nos países da bacia mediterrânica mais de 70% dos casos de LV estão 
associados a indivíduos adultos infectados com o VIH. Destes, entre 50 a 90% são 
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dependentes de drogas administradas por via endovenosa (DDE), que têm como hábito 
a partilha de agulhas e seringas (Campino et al., 1994a; Cruz et al., 2006). Assim, foi 
proposto uma forma alternativa ao ciclo de transmissão de Leishmania, a transmissão 
antroponótica artificial onde a transmissão do parasita ocorre através de agulhas ou 
seringas contaminadas (Alvar & Jiménez, 1994). Este facto foi suportado por uma série 
de estudos, como a identificação de zimodemes em co-infectados DDE que nunca foram 
isolados em imunocompetentes ou em cães (Chicharro et al., 2003). À excepção de 
Portugal, depois da introdução da terapia anti-retroviral altamente activa (HAART) em 
1997, tem-se observado nos países Europeus uma diminuição dos casos de leishmaniose 
nos doentes com VIH/SIDA. 
Por outro lado, a fraca resposta à terapêutica, o elevado número de recidivas, a 
diversidade de parasitas isolados nos indivíduos infectados pelo VIH, aliadas a 
manifestações clínicas atípicas que dificultam o diagnóstico, fazem com que os 
indivíduos co-infectados possam contribuir para o aumento do número de casos 
humanos nas áreas onde a transmissão da leishmaniose é antroponótica. Igualmente 
estas características facilitam a origem de focos de transmissão antroponótica em zonas 
onde a transmissão era tradicionalmente zoonótica (Paredes et al., 2003).  
De acordo com os conhecimentos actuais nos indivíduos infectados pelo VIH, o 
protozoário Leishmania pode comportar-se como um agente oportunista, e a 
leishmaniose deveria pois, ser incluída nas doenças que definem a SIDA (WHO, 2000). 
Relativamente à apresentação clínica e diagnóstico, a leishmaniose associada à infecção 
por VIH apresenta várias características: (i) disseminação do parasita via sistema 
retículo-endotelial sem envolvimento visceral, originando a LCD; (ii) localizações 
atípicas como consequência da dispersão do parasita e de deficiência na imunidade 
celular; (iii) progressão crónica e recaídas, independentemente do tratamento recebido; 
(iv) fraca resposta à terapia; (v) baixa taxa de anticorpos anti-Leishmania (Cruz et al., 
2006). 
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1.5 Leishmaniose na bacia mediterrânica 
 
 As leishmanioses são comuns na bacia mediterrânica e conhecidas desde o 
século XIX. As principais espécies de Leishmania que se encontram na bacia 
mediterrânica são L. infantum, L. major e L. tropica. L. infantum é responsável pela LV 
e está distribuída por todo o Mediterrâneo, afectando humanos e cães, sendo o cão o 
principal reservatório. L. major causa LC e está distribuída por todo o Norte de África e 
Médio Oriente, tendo várias espécies de roedores como reservatório. Também L. tropica 
está presente no Médio Oriente, Norte de África e em algumas regiões do Sul da Grécia, 
sendo responsável por LC antroponótica. Em alguns países, como a Tunísia, Marrocos e 
Israel, podem encontrar-se as três entidades (Gradoni et al., 1984). 
 Os primeiros registos são da Grécia, onde, actualmente, as duas formas da 
doença, LV e LC, estão presentes. O principal agente etiológico da LV é L. infantum, 
(Papadopoulou et al., 2005). De 1994-2001 Papadopoulou et al. (2005) observaram, na 
região noroeste da Grécia, uma prevalência de leishmaniose nas populações humanas 
sintomática e assintomática de 12.6% e 0.5%, respectivamente.  
Relativamente aos países do Médio Oriente, a Turquia é um dos países em que, 
desde há muito, se conhecem casos de LV em adultos, crianças e cães causada por L. 
infantum e LC antroponótica causada por L. tropica, nas regiões oeste e sudeste, 
respectivamente. De 2000 a 2005 foram reportados 183 casos de LV e 16162 de LC, 
tendo a leishmaniose canina (Lcan) uma prevalência global de 15,8% (Dujardin et al., 
2007). Na Síria foi já detectada uma elevada percentagem de cães infectados por L. 
infantum (Dereure et al., 1998), e nos distritos de Aleppo e Damasco L. tropica e L. 
major são, respectivamente, endémicas (Khiami et al., 1991; Tayeh et al., 1997). Em 
Israel, a maioria dos casos de LC tem como agente etiológico L. major. Recentemente 
foi descrito um novo foco de LC causada por L. tropica em Tiberias e nas regiões do 
Norte de Israel (Shani-Adir et al., 2005). Na Tunísia, ocorrem casos de LC em focos 
antigos, devido a L. major e L. infantum (Zakraoui et al., 1995; Chaffai et al., 1988). Na 
região Norte, ao contrário do carácter esporádico da LC causada por L. infantum MON-
1 e MON-24, tem-se registado um aumento considerável no número de casos (Aoun et 
al., 2000; Belhadj et al., 2003). Desde 1995 que em Taza, no Norte de Marrocos, se 
começou a observar um foco emergente de LC; até então a leishmaniose ocorria 
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essencialmente no Sul do país causada por L. major e L. tropica (Guessous-Idrissi et al., 
1997). Num estudo efectuado no Líbano, entre 1993 e 1997, observou-se uma 
prevalência de LC de 0.18% em áreas rurais e de 0.41% em áreas urbanas, enquanto que 
a LV era praticamente inexistente em ambas as zonas (Nuwayri-Salti et al., 2000).  
No continente Europeu, a Espanha, França, Itália e Portugal, apresentam um 
quadro semelhante relativamente às leishmanioses. Tanto as populações humanas como 
caninas são infectadas por L. infantum. Nestes países a LV é mais frequente que a LC. 
Em Espanha, a distribuição geográfica de L. infantum não é homogénea, no entanto a 
transmissão parece atingir todo o país excepto a região noroeste e as ilhas Canárias. 
Algumas regiões de Espanha são consideradas focos endémicos como é o caso da Costa 
do Sol e Ilhas Baleares. Neste país o parasita apresenta um elevado polimorfismo 
enzimático, no entanto, o zimodeme MON-1 surge com maior frequência, ocorrendo em 
42 % dos imunocompetentes e em 44,8% dos imunodeprimidos (Chicharro et al., 2003). 
Relativamente aos países do Sul da Europa, Espanha é o país onde estão declarados a 
maioria dos casos de co-infecção com VIH (57,9%), sendo as cidades com mais casos 
Barcelona, Granada, Madrid, Sevilha e Palma de Maiorca (Desjeux & Alvar, 2003). O 
cão é considerado o principal reservatório doméstico. Um estudo relativamente recente 
realizado na Ilha de Maiorca (Baleares) revelou uma prevalência de Lcan de 67%, tendo 
por base os animais seropositivos e/ou os animais com medula positiva pela técnica de 
PCR (Solano-Gallego et al., 2001). 
 Em França, a leishmaniose causada por L. infantum ocorre no Sul do país em 
cinco focos endémicos: Pirinéus Orientais, Cévennes, Provença, Costa Azul e na Ilha de 
Córsega. Em todos eles, à excepção dos Pirinéus orientais onde a LC ocorre na maioria 
dos casos, a LV é a forma predominante da doença. No país foram identificados 
diversos zimodemes (MON-1, MON-11, MON-24, MON-29, MON-33, MON-34 e 
MON-108), no entanto, o zimodeme MON-1 foi identificado em 88,48 % no total dos 
isolados (Pratlong et al., 2004). De 1995 a 1998 observou-se um aumento do número de 
casos de co-infecção Leishmania/VIH, nomeadamente na Provença, Costa Azul e 
Pirineus Orientais, observando-se uma distribuição mais rural e maior dispersão nestas 
regiões (WHO, 2000). Presentemente, nos Alpes Marítimos, encontra-se a Lcan com 
prevalência de 7% a 10%. Relativamente à leishmaniose humana os casos são 
esporádicos e frequentemen ou indivíduos VIH positivos (31%) (Marty et al., 2007). 
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 Em Itália, tal como noutros países da bacia mediterrânica, a leishmaniose é 
causada por L. infantum e essencialmente visceral. A LV tem vindo a aumentar nas 
crianças e em adultos imunocompetentes. Um estudo epidemiológico infantil realizado 
nos últimos 15 anos, na região de Campania, revelou 255 casos, dos quais 134 foram 
tipados como zimodeme MON-1 (55%) e zimodeme MON-72 (45%) (di Martino et al., 
2004). Por outro lado, com a introdução da terapia HAART, a incidência anual da LV 
teve uma marcada redução no número de doentes VIH+ (Russo et al., 2003). A Lcan é 
endémica em diversas regiões de Itália nomeadamente no centro e sul, onde a 
prevalência atinge os 48% (Paradies et al., 2006). Existe actualmente um novo foco 
emergente de LV no Norte para além dos Alpes (Maroli et  al., 2007). 
 Em Portugal, a leishmaniose também é endémica, sendo causada por L. infantum 
e predominantemente visceral. A sua situação actual será abordada no sub-capítulo 
seguinte (1.6). 
 De 1993 e 1995 foi diagnosticada leishmaniose importada em 132 cães na 
Alemanha. Destes, 35 terão sido infectados em viagens para países endémicos e 97 
foram adquiridos em Espanha, França, Portugal ou Turquia (Gothe et al., 1997). 
 
 
1.6 Leishmaniose em Portugal 
 
A LV em Portugal é conhecida desde 1910, quando foi descrito o primeiro caso, 
por Dionísio Alvares (1910), numa criança de nove anos de idade, residente em Lisboa. 
Só em 1943 foi descrito o primeiro caso de LC num adulto da região do Alto Douro 
(Tavares, 1943). Face ao aumento da incidência de leishmaniose em todo o país na 
década de 50, a LV passou a fazer parte das doenças de notificação obrigatória (Ramos 
& Farinhote, 1952; Azevedo, 1960). As campanhas de luta contra os vectores da 
malária, com a aplicação de insecticidas clorados, na década de 50, provocaram também 
a diminuição da densidade flebotomínica, dando origem a um decréscimo da LV 
principalmente no Sul de Portugal, com a extinção de alguns focos endémicos, 
nomeadamente o de Alcácer do Sal (Azevedo, 1960). A partir de 1970, a incidência da 
leishmaniose aumentou na zona geográfica do Alto Douro e propagou-se a outras 
regiões (Abranches & Pires, 1980, Pires et al., 1992). Nas décadas de 80 e 90 foram 
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identificados no país três focos endémicos de LV: a região do Alto Douro, a região 
metropolitana de Lisboa (RML) e a região do Algarve (Campino et al., 1995).  
 De acordo com as notificações oficiais, nos últimos anos, tem-se observado um 
decréscimo da doença na população humana portuguesa. Dados recentes da Direcção 
Geral de Saúde (DGS) indicam que, de 2000 a 2006, o número de casos notificados de 
leishmaniose humana foi de 86, tendo variado entre 7 a 21 casos/ano, sendo que a 
maioria dos casos notificados provêm da região de Lisboa e Vale do Tejo. Nestes 
últimos anos não tem sido notificada leishmaniose no Algarve e apenas um número 
reduzido de casos no Norte de Portugal (DGS, www.dgs.pt). De acordo com o 
diagnóstico que é efectuado na UEI de leishmanioses do IHMT, estes valores parecem 
estar muito subestimados, uma vez que o número de casos diagnosticados na Unidade é 
superior ao que tem sido oficialmente declarado. Desde 2000 até 2006, registou-se um 
total de 152 casos diagnosticados, tendo o número de casos por ano variado entre 14 e 
31 (Figura 1.2). No entanto, apenas 26% correspondem a indivíduos imunocompetentes 
e, nestes, predominantemente em crianças até aos 2 anos (Figura 1.3). Desde o começo 
dos anos noventa, que a leishmaniose humana se tem tornado bastante relevante devido 
ao elevado número de adultos co-infectados com o VIH, e este facto verificou-se 
particularmente na RML. Os dados obtidos na UEI de leishmanioses apontam, na última 
década, para um aumento do número de casos de LV, de um modo especial em adultos 
imunocomprometidos com SIDA que contraria o observado noutros países da Europa. 
Por outro lado a LC localizada, embora ocorra num número de casos muito mais 
reduzido, quando comparado com a LV, tem sido diagnosticada em indivíduos 
imunocompetentes, tanto em crianças como em adultos, e mais raramente em indivíduos 
imunocomprometidos, estando muitas vezes associada a recidivas de episódios de LV 
(Manso et al., 1998; Campino et al., 2005; Campino et al., 2006; Catorze et al., 2006). 
Não obstante, os casos de LC descritos na literatura serem raros, a incidência da forma 
cutânea da doença é bastante superior relativamente aos casos descritos. 
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Figura 1.2. Casos de LV notificados à DGS e diagnosticados na UEI de Leishmanioses, IHMT, 
no período compreendido entre 2000 e 2006. 
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Figura 1.3. Casos de LV, de acordo com o estado imunitário, diagnosticados na UEI de 
Leishmanioses, IHMT, no período compreendido entre 2000 e 2006. 
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 À semelhança dos restantes países da bacia mediterrânica, em Portugal a 
leishmaniose é uma zoonose que tem o cão como principal reservatório da doença, 
sendo a Lcan uma zoonose potencialmente fatal para os cães. 
Tal como na LV, nas décadas de 80 e 90, foram também identificadas regiões 
endémicas de Lcan, como a Região de Trás-os-Montes e Alto Douro, a RML e o 
Algarve (Abranches, 1984; Abranches et al., 1987; Abranches et al., 1992; Sampaio-
Silva et al., 1993; Campino et al., 1995). Presentemente, para além das regiões 
consideradas endémicas, têm sido detectados casos esporádicos de Lcan em quase todo 
o território continental. Dados recentes parecem indicar um aumento da prevalência da 
Lcan na região do Alto Douro, uma vez que na década de 80 os valores se situavam 
entre 10% e os 12,4%, chegando a atingir 37,8% no concelho de Alijó (Abranches et 
al., 1992), em 2004 um estudo de seroprevalência neste mesmo concelho revelou uma 
prevalência total de 18,7%, sendo que numa das freguesias os valores chegaram a 
81,1% Cardoso et al., (2004). Nos últimos anos, está a assistir-se também a um aumento 
da Lcan na RML, uma vez que também na década de oitenta um inquérito sero-
epidemiológico realizado por Abranches et al., (1987), revelou uma prevalência de 
5,5% e, recentemente, num estudo efectuado por Cortes et al., (2007), observou-se uma 
prevalência de 19,2%. 
As estirpes portuguesas isoladas foram identificadas por Electroforese 
Enzimática de Multilocus (“multilocus enzyme electrophoresis”, MLEE) ou tipagem 
isoenzimática, efectuada num dos Centros de Referência da OMS. A identificação por 
tipagem isoenzimática começou a ser utilizada em Portugal no início da década de 80, 
com a colaboração do “Centre National de Référence des Leishmania, Université de 
Montpellier”, França, sendo os isolados designados por “MON” devido ao local onde é 
efectuada a tipagem (Montpellier). L. infantum zimodeme MON-1 é o zimodeme mais 
frequentemente identificado em Portugal, em 97% dos isolados, de Norte a Sul do país, 
como causa da LV e o único identificado na LCan (Campino et al., 2006). No entanto, 
foi descrito no Alto Douro um caso isolado de L. infantum MON-98 num cão (Cardoso 
et al., 2002). O zimodeme MON-1 foi também isolado a partir do vector Ph. ariasi 
(Pires et al., 1991). Foram igualmente identificados outros zimodemes de L. infantum 
nomeadamente, MON-24 em dois flebótomos Ph. ariasi da região do Alto Douro (Pires 
et al., 1991) e num indivíduo co-infectado da RML (Campino et al., 1994a), MON-29 e 
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MON-80 também em indivíduos co-infectados da RML (Campino et al., 2006). Foi 
também isolada L. donovani MON-18, agente etiológico da LV na Etiópia e Sudão, de 
um doente DDE e co-infectado, que nunca tinha saído do país (Campino et al., 1994b). 
Recentemente foram identificados dois híbridos de espécies filogeneticamente distantes, 
L. infantum e L. major, em dois doentes co-infectados da RML (Ravel et al., 2006). 
 Depois de um primeiro isolamento de L. infantum MON-1 a partir de um caso 
numa criança com LC proveniente da RML (Campino et al., 2005), foi recentemente 
descrito um outro caso semelhante a PKDL num adulto infectado com o VIH, com 
sucessivas recidivas de LV, da mesma região, sendo o agente causal identificado como 
L. infantum MON-1 (Catorze et al., 2006). 
 
 
1.7 Epidemiologia molecular 
 
 A epidemiologia molecular é um termo usado comumente para estudos 
moleculares descritivos de populações de patogénios utilizando abordagens 
filogenéticas ou de genética de populações. No entanto, no caso das leishmanioses, o 
seu principal objectivo deve ser o de apoiar estudos sobre a distribuição, determinantes 
e controlo da doença em grupos de populações, uma vez que este é o cerne da 
epidemiologia (Schönian et al., 2008). Os maiores desafios para uma abordagem de 
epidemiologia molecular na epidemiologia de uma doença infecciosa, são a 
comunicação entre os especialistas moleculares e não-moleculares, uma amostragem 
apropriada e estandardização de métodos moleculares e bases de dados.  
 A epidemiologia das leishmanioses depende da espécie ou sub-espécie implicada 
na transmissão da infecção. A correcta identificação da espécie do parasita responsável 
é importante para se poder delinear uma estratégia de controlo e tratamento apropriado 
(Salotra et al., 2001; Schallig & Oskam, 2002). As ferramentas moleculares são, 
presentemente, cada vez mais aplicadas para responderem a questões relacionadas com 
a epidemiologia e a transmissão dos parasitas. A epidemiologia molecular, considerada 
um ramo da epidemiologia, pode proporcionar um melhor conhecimento das infecções, 
não só dos agentes que estão na sua origem, mas também uma contribuição para as 
relações com a sua ecologia e dinâmica de transmissão.   
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Desde o aparecimento da biologia molecular, os avanços tecnológicos têm 
contribuído para um conhecimento aprofundado da diversidade nas populações de 
parasitas. Nos tripanossomatídeos tem sido observada correlação entre as distâncias 
genéticas estimadas pelos diferentes métodos moleculares, como análise de isoenzimas 
por tipagem de sequências multilocus (“multilocus sequence typing”, MLST), hidrólise 
do DNA amplificado por endonucleases de restrição (“restriction fragment length 
polymorphism”, RFLP) e amplificação de DNA polimórfico de distribuição aleatória 
(“random amplificaion of polymorphic DNA”, RAPD). As variações encontradas são 
devidas a mutações pontuais, sendo a sua transmissão essencialmente clonal. No entanto 
pode cair-se no risco de redundância com a informação obtida pelos diferentes métodos 
(Dujardin et al., 2002). Este risco pode ser obviado utilizando diferenças na taxa de 
mutação, ou seja, escolhendo os marcadores moleculares apropriados. Por exemplo, as 
sequências dos espaçadores internos transcritos (“internal transcribed spacers”, ITS) no 
operão ribossomal evoluem mais rapidamente que os próprios genes (genes que 
codificam para a sub-unidade pequena e grande do RNA ribossomal (RNAr)), o que 
permite uma discriminação a diferentes níveis taxonómicos. Pode-se também analisar, 
para além das mutações pontuais, como é que as próprias sequências se rearranjam, ou 
seja, os estudos dos rearranjos de genes podem fornecer novas informações sobre a 
diversidade dos parasitas (Dujardin et al., 2002). 
 Inicialmente as diferentes espécies de Leishmania eram classificadas através de 
critérios extrínsecos tais como geográficos, clínicos, biológicos e epidemiológicos. 
Desde o final da década de oitenta iniciou-se uma classificação baseada em 
características bioquímicas do parasita, a análise isoenzimática ou MLEE, considerada 
até ao presente como a técnica taxonómica mais útil em termos epidemiológicos. 
Actualmente a análise isoenzimática é ainda considerada como o método de referência 
para a identificação das diferentes estirpes de Leishmania, sendo realizada em 
laboratórios especializados, considerados como Centros de Referência, de forma a 
poderem identificar novos zimodemes, de acordo com a sua nomenclatura (Gramiccia et 
al., 1992; Pratlong et al., 2001; Martin-Sanchez et al., 2004). Contudo, e apesar de 
amplamente aceite, a tipagem isoenzimática não identifica de forma eficaz a diversidade 
genética dos parasitas pois substituições nucleotídicas que não alterem a composição 
aminoacídica permanecem indetectáveis. De igual modo, modificações na composição 
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de aminoácidos que não alterem a mobilidade electroforética podem também não ser 
detectadas. Por outro lado, modificações pós-transcripcionais podem alterar a 
mobilidade electroforética de genótipos idênticos (Lewin et al., 2002). Para além das 
limitações anteriormente referidas, é também uma técnica morosa e dispendiosa, 
estando sujeita a contaminações dos grandes volumes de culturas dos parasitas in vitro 
necessários para a sua análise. A tipagem isoenzimática pode subestimar a variabilidade 
genética dos parasitas, apostando-se cada vez mais nas características genéticas para a 
identificação e classificação dos parasitas de Leishmania complementando-se a análise 
isoenzimática com métodos de biologia molecular baseados na reacção da polimerase 
em cadeia (“polymerase chain reaction”, PCR) com alvos moleculares polimórficos e 
com elevado poder discriminatório (Quispe-Tintaya et al., 2005).  
 As técnicas baseadas no DNA têm sido aplicadas para identificação e estudos de 
variabilidade genética de isolados de Leishmania ao nível do género, espécie ou mesmo 
da estirpe envolvida na infecção. Os estudos envolvendo PCR, sequenciação ou outra 
abordagem molecular, requerem a selecção de regiões do genoma apropriadas que têm 
que ser seleccionadas de acordo com o seu grau de polimorfismo. Sequências que 
codificam proteínas vitais ou RNAs são úteis para comparações entre taxa relativamente 
distantes, uma vez que são altamente conservados. Por outro lado, genes que codificam 
para proteínas antigénicas variam consideravelmente. De igual modo, as regiões 
intergénicas dos genes de RNAr possuem domínios variáveis podendo diferenciar 
genomas ao nível de género ou espécie.  
 Metodologias com base no PCR têm sido aplicadas com sequências iniciadoras 
específicas para espécie utilizando diferentes alvos moleculares como os ITS do RNAr 
(El Tai et al., 2001; Schonian et al., 2001; Maurício et al., 2004), os microssatélites 
(Bulle et al., 2002; Khuls et al., 2005; Schwenkenbecher et al., 2004; Ochsenreither et 
al., 2006), os mini-exões (Katakura et al., 1998), sequências variáveis do gene da 
pequena sub-unidade do RNA (van Eys et al., 1992), genes que codificam para 
diferentes proteínas (Victoir et al., 1998; Maurício et al., 1999) e DNA cinetoplastideal 
(Smyth et al., 1992; Chicharro et al., 2002; Cortes et al., 2004). A utilização de 
marcadores de DNA anónimos é outra abordagem que tem sido aplicada à diferenciação 
de estirpes de Leishmania (Lewin et al., 2002). Têm sido observados elevados níveis de 
variação inter e intra-específicas nas espécies de Leishmania (Viannia) no Novo Mundo 
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por amplificação e restrição dos ITS (Cupolillo et al., 1995). A aplicação da técnica de 
polimorfismo conformacional de cadeia simples (“single strended conformation 
polymorfism”, SSCP) e de RFLP, possibilitam a detecção de variação entre isolados de 
Leishmania, tal como foi observado em isolados sudaneses de L. tropica (Schönian et 
al., 2001). A sequênciação total de genes ou de produtos de PCR de uma sequência de 
um determinado gene é outra abordagem utilizada como método de tipagem e em 
estudos de genética de populações. No entanto, poderá haver necessidade de clonagem 
se existirem variantes da sequência, como por exemplo existência de diferentes 
tamanhos e heterogeneidade em regiões hipervariáveis de DNA. Apesar de ser a 
metodologia mais informativa, poder-se-á tornar trabalhosa, demorada e dispendiosa.  
 Recentemente a análise de polimorfismos de tamanho de regiões do genoma 
contendo microssatélites tem-se revelado uma ferramenta importante em estudos 
genéticos e populacionais, bem como epidemiológicos, num elevado número de 
espécies diferentes (Orti et al., 1997; Blair et al., 2002). Os microssatélites são 
pequenas sequências, compostas por motivos de nucleótidos de 1 a 6 pb, ubiquamente 
distribuídas pelos genomas dos organismos eucariótas, repetidas sucessivamente, não 
transcritas e codominantes (Ochsenreither et al., 2006). Os microssatélites podem ser 
encontrados em qualquer parte dos genomas, tanto em regiões codificantes como não 
codificantes (Toth et al., 2000). A sua taxa de mutação é 5 a 6 vezes superior à do 
restante DNA. Os loci de microssatélites apresentam polimorfismos essencialmente 
devido a variações de tamanho nos alelos. O deslizamento durante a replicação do DNA 
é o mecanismo responsável pela formação de alterações de tamanho nos loci. O 
mecanismo mais comum de mutação dos microssatélites é baseado no modelo de 
mutação passo-a-passo (“stepwise mutation model”, SMM), em que uma unidade de 
repetição tanto pode ser adicionada como perdida em resultado de uma mutação, ou seja 
neste modelo quando se efectuam testes estatísticos da estrutura de uma população, o 
tamanho dos alelos é importante. Outro mecanismo mais complexo pode estar 
envolvido no processo de mutação dos microssatélites, o modelo de alelos infinitos 
(“infinite alleles model”, IAM), em que cada mutação pode criar qulaquer novo alelo 
aleatoriamente; neste modelo o tamanho dos alelos não é importante (Ellengren, 2000). 
A variação nos loci individuais pode ser facilmente identificada após amplificação por 
PCR. No entanto, a escolha do número de microssatélites a avaliar é um factor 
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importante, uma vez que o número de microssatélites influencia as estimativas das 
distâncias genéticas e a construção de filogenias (Koskinen et al., 2004). Ochsenreither 
et al., (2006) aponta a necessidade de se avaliar um painel de 10 a 20 marcadores para 
cada espécie de Leishmania. 
 O parasita Leishmania é relativamente rico em microssatélites (Rossi et al., 
1994). Diversos estudos têm sido desenvolvidos, utilizando este tipo de marcadores, 
nomeadamente aplicados à variação inter e intra específica de Leishmania sub-género 
Viannia, L. tropica, complexo L. donovani e L. infantum (Russel et al., 1999; 
Schwenkenbecher et al., 2004; Khuls et al., 2005; Bulle et al., 2002).  
Tal como noutras áreas da ciência, há diversos factores que têm que ser 
considerados antes de se testarem hipóteses e de se efectuarem conclusões significativas 
de um estudo de epidemiologia molecular. Assim, há que ter uma amostra 
representativa, o mais completa possível, fazer escolha adequada dos marcadores, de 
acordo com o grau de variação genética, tentar usar mais do que um locus e testá-los 
para a neutralidade, bem como explorar os dados analisando-os de diferentes formas 
(Constantine, 2003). 
 
 
1.8  Métodos de diagnóstico na leishmaniose 
 
 O diagnóstico definitivo das leishmanioses é efectuado pela detecção do agente 
causal, de um modo geral nos órgãos ricos em células do sistema mononuclear 
fagocítico ou em lesões de pele, no caso de se tratar de LV ou de LC, respectivamente. 
No entanto, a existência de um valor de anticorpos igual ou superior ao limiar de 
significância traduz a presença de infecção por Leishmania, particularmente no caso da 
LV, em doentes imunocompetentes. Podem-se, assim, considerar dois tipos de 
diagnóstico laboratorial: diagnóstico imunológico, em que se determina a presença ou o 
valor de anticorpos anti-Leishmania ou de antigénios, e diagnóstico parasitológico, em 
que se efectua a pesquisa do parasita nos órgãos infectados por observação 
microscópica ou cultura, ou a detecção do DNA do parasita. De um modo geral, os 
testes de diagnóstico laboratorial são os mesmos para a leishmaniose humana e canina. 
1 – Introdução geral 
 
 28 
 
 1.8.1 Diagnóstico imunológico 
  
 Nas últimas três décadas registou-se um progresso importante no domínio das 
técnicas seroimunológicas, as quais se revelaram um instrumento indispensável no 
estudo das doenças infecciosas, nomeadamente da LV, quer humana quer canina 
(Campino, 1998). 
  Diferentes testes serológicos são presentemente utilizados para detecção de 
anticorpos anti-Leishmania, nomeadamente o teste de imunofluorescência indirecta 
(IFI), contraimunoelectroforese (CIE), teste de aglutinação directa (DAT), “enzyme-
linked imunosorbent assay” (ELISA), teste imunocromatográfico rK39, entre outros 
(Abranches, 1884; Campino, 1991; Harith et al., 1986; Maurício et al., 1995; Badaró et 
al., 1996). A sensibilidade e especificidade destes testes é, de um modo geral, elevada 
nos adultos imunocompetentes (Mittal et al., 1991; Sundar et al., 2006). No entanto, em 
indivíduos imunocomprometidos, nomeadamente co-infectados com o VIH, estes 
valores são mais reduzidos, tendo já sido reportados casos de indivíduos com LV e co-
infectados com o VIH que são seronegativos para anticorpos anti-Leishmania (Gradoni 
et al., 1993 Alvar et al., 1997). A OMS recomenda, por isso, a utilização de dois ou 
mais testes serológicos com fundamentos distintos, cujos antigénios devem ser 
recentemente preparados no laboratório, de forma a aumentar a sensibilidade do 
diagnóstico (WHO, 2000). 
 A técnica de IFI como meio de serodiagnóstico tem prosseguido desde 1963 
(Oddo & Cascio, 1963) e continua a ser um método amplamente utilizado no 
diagnóstico de LV, devido à sua elevada sensibilidade e especificidade (Abranches, 
1984, Singh & Sivakumar, 2003). A IFI permite detectar anticorpos específicos anti-
Leishmania no soro. Os anticorpos surgem no início da infecção e tornam-se 
indetectáveis 6 a 9 meses após a cura, permitindo monitorizar a evolução da doença e da 
terapêutica. Como antigénios pode-se utilizar promastigotas ou amastigotas fixados a 
lâminas. A IFI apresenta uma relativa elevada especificidade (70-98%) e sensibilidade 
(55-96%), mas implica a aquisição de equipamento dispendioso assim como é uma 
técnica um pouco morosa, uma vez que implica a preparação prévia do antigénio (Singh 
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& Sivakumar, 2003). No entanto, em indivíduos imunodeprimidos, já foram reportados 
valores de sensibilidades bem mais reduzidos (Campino et al., 1997). 
 A técnica de CIE apresenta a vantagem de permitir uma resposta menos 
demorada e utilizar quantidades reduzidas de antigénio, apresentando uma elevada 
sensibilidade (83,3%) e especificidade (96,3%) nos soros humanos (de 
imunocompetentes) e 100% em soros caninos (Campino, 1991). 
 A técnica de micro-ELISA é usada no imunodiagnóstico de quase todas as 
doenças infecciosas incluindo a leishmaniose, desenvolvida a partir da técnica inicial de 
ELISA, descrita por Engvall & Perlmann (1972). É muito sensível mas a sua 
especificidade depende do antigénio usado. O mais vulgarmente utilizado é o antigénio 
total solúvel obtendo-se uma sensibilidade entre 80-100%. Nos pacientes com 
tuberculose, toxoplasmose e tripanosomose podem verificar-se reacções cruzadas 
(Kumar et al., 2001; Sundar & Rai, 2002), apresentando também uma reprodutibilidade 
pouco satisfatória e uma má estabilidade dos reagentes (Maurício et al., 1995). No 
entanto, pode ser de útil aplicação em estudos epidemiológicos, por permitir a análise 
simultânea de um número elevado de amostras.  
 O teste de DAT tem sido descrito para o diagnóstico da LV e Lcan. Utilizam-se 
microplacas onde se adiciona o soro em estudo e os promastigotas corados que 
funcionam como antigénios (Harrith et al., 1986). A presença de aglutinação implica 
um resultado positivo. Vários estudos demonstraram valores de sensibilidade entre 90 e 
100% e especificidade de 80 a 95% (Singh & Sivakumar, 2003). No entanto, a 
reprodutibilidade do método é afectada pelas variações entre diferentes lotes de 
antigénio e pelo facto de ser uma técnica semi-quantitativa, pelo que a leitura dos títulos 
no final da reacção é subjectiva e pode variar de ensaio para ensaio (Tavares et al., 
2003). Recentemente foi criado um teste de aglutinação rápido (“fast agglutination 
screening test”, FAST) para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania no soro e em 
sangue total colhido em papel de filtro (Hailu et al., 2002). A sensibilidade, 
especificidade e reprodutibilidade do FAST são idênticas às do DAT (Singh & 
Sivakumar, 2003). 
 Mais recentemente, um antigénio recombinante de uma proteína de 39 
aminoácidos, designado por rK39, foi inicialmente utilizado num teste de ELISA (Singh 
et al., 1995; Badaró et al., 1996; Houghton et al., 1998) e mais tarde num teste de 
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aplicação rápida (“dipstick”) (Sundar et al., 1998). Ambos os testes têm sido reportados 
como altamente reactivos ao soro de casos de LV, LCan e leishmaniose dérmica pós-
kala-azar, com sensibilidades e especificidades na ordem dos 90% (Badaró et al., 1996; 
Sundar & Rai, 2002; Scalone et al., 2002). Num estudo recente, foi comparada a 
validade de várias técnicas de diagnóstico, incluindo a IFI, DAT e “dipstick”, para o 
diagnóstico da LV em doentes do Nepal. Tendo como referência os exames 
parasitológicos, o teste do “rK39 dipstick” revelou uma sensibilidade de 87.4 %, 
bastante superior à da IFI (28.4%) e próximo do valor obtido por DAT (95.1%). Os 
autores concluíram que o DAT ou o “dipstick” podem substituir os testes 
parasitológicos no diagnóstico da LV no Nepal, possuindo o “ dipstick” a vantagem de 
ser de mais fácil utilização (Boelaert et al., 2004). 
 A detecção de antigénios de Leishmania na urina de indivíduos com LV foi 
realizada pela primeira vez por Kohanteb et al. (1987). O teste revelou uma 
sensibilidade de 96% e especificidade de 100% e os antigénios deixaram de ser 
detectados três semanas após tratamento, sugerindo que o teste possui um bom valor de 
prognóstico (Attar et al., 2001; Sarkari et al., 2002). A detecção de antigénio parece ser 
mais específica que os testes que se baseiam na detecção de anticorpos. Este método é 
útil para o diagnóstico da infecção nos casos em que há uma deficiente produção de 
anticorpos, como é o caso de pacientes com SIDA.  
 
 1.8.2 Diagnóstico parasitológico 
 
 Os métodos de diagnóstico parasitológico clássicos realizam-se através de 
exame directo ou cultural a partir de material biológico potencialmente infectado. O 
exame directo é efectuado através da pesquisa de formas amastigotas por observação 
microscópica de decalques ou esfregaços das amostras biológicas, essencialmente de 
medula óssea, gânglios linfáticos ou material de biópsia de lesões de pele, quer de 
humanos quer de cães (Dedet & Pratlong, 2003). A identificação das formas 
amastigotas requer um treino considerável, podendo a contagem variar de acordo com a 
experiência e habilidade do observador. Nas amostras com reduzido parasitismo é 
possível que não sejam visualizadas as formas amastigotas, mesmo com uma 
observação demorada. A sensibilidade da técnica de microscopia de esfregaços de 
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medula óssea é de 60-85%, este valor pode ser aumentado para 80-98% caso o material 
biológico seja proveniente de aspirado esplénico (Singh & Sivakumar, 2003; Sundar & 
Rai, 2002). No entanto, as punções esplénicas raramente são efectuadas no Ocidente 
devido aos riscos de hemorragias.  
 O exame cultural é mais sensível que o exame directo. Os meios geralmente 
usados são o meio de NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) e o meio “Schneider’s Drosofila”. 
As culturas além de serem morosas, podendo demorar cinco semanas até se obterem 
culturas positivas, estão sujeitas ao risco de contaminação bacteriana ou fúngica. A 
sensibilidade das culturas depende de vários factores como a viabilidade do parasita, as 
condições do meio e a experiência do técnico (Anders, 2003), apresentado geralmente 
valor mais elevado do que a observação microscópica. 
 O isolamento dos parasitas Leishmania em meio de cultura possibilita: (1) a 
identificação da estirpe por tipagem isoenzimática ou molecular; (2) a obtenção de um 
número suficientemente elevado de organismos para inoculações em infecções 
experimentais e para obtenção de antigénios; (3) estudos “in vitro” da eficiência de 
fármacos. 
 O xenodiagnóstico é outro processo de diagnóstico parasitológico que consiste 
na inoculação do material suspeito em animais de laboratório, como o hamster. Este 
método é raramente utilizado para diagnóstico, uma vez que podem ser necessários 
meses até à obtenção de um resultado 
 
 1.8.3 Técnicas moleculares aplicadas ao diagnóstico 
 
 A partir da década de 80 começaram a desenvolver-se diferentes técnicas 
moleculares para detecção de ácidos nucleícos do parasita para diagnóstico da 
leishmaniose, nomeadamente sondas de DNA total, utilizadas em “dot-blot”, “touch-
blot” e hibridação in situ, no entanto, estas técnicas mostraram baixa especificidade 
(Meredith et al., 1993; Schoone et al., 1991). 
 A PCR é considerada uma ferramenta eficaz para o diagnóstico de várias 
doenças infecciosas, incluindo as leishmanioses. Este método permite a amplificação de 
sequências de DNA específicas do parasita, previamente seleccionadas. Nos últimos 
anos, têm sido realizados uma série de ensaios com a aplicação da técnica de PCR, 
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numa grande variedade de amostras clínicas, como biópsias de pele, aspirados de 
medula óssea, nódulos linfáticos e sangue periférico. A sensibilidade da PCR tem vindo 
a aumentar com o uso de sequências iniciadoras que amplificam sequências que 
possuem mais de uma cópia por célula. No caso da leishmaniose, essas sequências 
incluem, por exemplo, os genes do mini-exão (Katakura et al., 1998), os genes que 
codificam para SSU rRNA, ou 16S rRNA (Van Eys et al., 1992), sequências repetitivas 
do RNA nuclear (Piarroux et al., 1993), os ITS (Schonian et al., 2003) e o kDNA 
(Smyth et al., 1992; Cortes et al., 2004). 
De entre os alvos moleculares mais amplamente aplicados ao diagnóstico da 
leishmaniose destacam-se os minicírculos do cinetoplasto e o gene que codifica para a 
16S rRNA. Este gene foi sequenciado em mais de 100 espécies (citado em Van Eys et 
al., 1992). A comparação das sequências do gene em humanos (hospedeiro), artrópodes 
(vector) e cinetoplastídeos (parasita) indica que apenas uma sequência de cerca de 800 
pb situada na região central deste gene apresenta considerável heterologia (Dams et al., 
1988). O DNA nuclear contém cerca de 160 cópias do gene 16S rRNA e o citoplasma 
contém mais de 104 moléculas de 16S rRNA (Van Eys et al., 1992). O kDNA possui 
características únicas: o parasita Leishmania possui um número limitado de classes de 
minicírculos (geralmente cerca de 10). Na maioria das espécies de Leishmania, cerca de 
80% dos minicírculos pertencem a quatro, ou menos, classes principais, o que significa 
que cada classe é representada por um número elevado de cópias (> 103) disponíveis 
para amplificação por PCR ou hibridação com sondas (Barker, 1989). Dos cerca de 800 
pb que constituem o minicírculo, cerca de 120 pb correspondem a uma região 
conservada e cerca de 680 a região variável que pode ser utilizada para a detecção e 
discriminação de espécies de Leishmania (Barker, 1987; Smyth et al., 1992; Bozza et 
al., 1995). 
 A técnica de PCR é cada vez mais utilizada e aceite como método de 
diagnóstico, já que detecta parasitas numa grande variedade de amostras e em todas as 
formas clínicas da doença (Andersen et al., 1997, Minodier et al., 1997, Campino et al., 
2000, Schallig & Oskam, 2002). Diversos estudos têm provado que a sensibilidade da 
PCR é superior à alcançada com técnicas de microscopia ou cultura (Martin-Sanchez et 
al., 2002; Osman et al., 1997; Rodrigues et al., 2002) em especial em amostras de 
gânglios linfáticos ou de medula óssea de pacientes com LV (Schallig & Oskam, 2002). 
1 – Introdução geral 
 33
A utilização da PCR em amostras de sangue periférico total ou impregnado em papel de 
filtro, também se tem mostrado eficiente como método de diagnóstico, nomeadamente 
em doentes imunocomprometidos (Mathis & Deplazes, 1995; Campino et al., 2000). A 
possibilidade do uso do sangue impregnado em papel de filtro, muito tempo após a sua 
colheita, torna-se particularmente útil para estudos longitudinais e estudos 
epidemiológicos afastados do laboratório, uma vez que as amostras se conservam 
estáveis a +4ºC por períodos de 2 a 36 meses (Campino et al., 2000). 
 A PCR pode ainda facilitar o diagnóstico nos doentes com LC ou com LMC, 
bem como em doentes imunocomprometidos, que apresentam geralmente ausência ou 
baixos níveis de anticorpos anti-Leishmania originando resultados serológicos 
maioritariamente negativos (Pirmez et al., 1999; Schallig & Oskam, 2002).  
Nos últimos 10 anos a técnica de PCR-ELISA tem sido desenvolvida para o 
diagnóstico da leishmaniose e quantificação absoluta dos parasitas, revelando elevada 
especificidade e sensibilidade (Pinero et al., 1999; Martin-Sanchez et al., 2001; Rolão et 
al., 2004). Mas recentemente, aplicando a técnica de “Real-time” PCR, diversos ensaios 
têm sido realizados no âmbito da leishmaniose, quer para quantificação dos parasitas, 
quer para diferenciação das várias espécies (Nicolas et al., 2002; Bossolasco et al., 
2003; Rolão et al., 2004). Esta é uma técnica de rápida execução e que não requer 
manipulação pós-PCR, evitando potenciais contaminações com produtos amplificados, 
mostrando-se promissora na aplicação ao diagnóstico. 
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2. Inquérito de leishmaniose canina 
 
2.1 Introdução 
 
 Nos países do Sul da Europa e, nomeadamente em Portugal, a leishmaniose, 
causada por L. infantum, é considerada uma zoonose, tendo como principal reservatório 
o cão (Canis familiaris, L., 1785). Esta parasitose que tem sido considerada uma doença 
rural, tem-se revelado nas últimas décadas cada vez mais prevalente em áreas urbanas. 
O aumento do número de casos em áreas urbanas e peri-urbanas está relacionado com a 
urbanização de focos zoonóticos naturais (Campino, 2002). Os animais domésticos, de 
um modo especial os cães, são, na sociedade moderna, uma presença frequente em 
muitos lares, contribuindo para o bem-estar físico, emocional e social dos donos. Estes 
animais estão frequentemente mantidos em quintais ou jardins que podem constituir 
bons habitats para o vector que é preferencialmente zoofílico. Por outro lado, o 
desenvolvimento urbano mal planeado pode levar ao aumento de resíduos sólidos e 
condições higieno-sanitárias deficientes, atraindo cães vadios que constituem um 
potencial reservatório do parasita, contribuindo para o aumento e dispersão da 
leishmaniose (Campino, 2002; Cortes et al., 2007). O ciclo de transmissão 
doméstico/peridoméstico pode incluir cães de companhia, cães de guarda ou vadios. O 
facto dos animais estarem infectados não significa que tenham doença activa, alguns 
conseguem controlar o parasita e, consequentemente, não evoluem para a doença 
durante anos ou mesmo durante toda a vida, mantendo-se assintomáticos (Moreno & 
Alvar, 2002). Diversos estudos têm sugerido que os cães portadores assintomáticos 
podem transmitir os parasitas aos vectores (Molina et al., 1994), contribuindo assim 
para a disseminação da infecção entre estes animais e destes para o Homem, tornando-
se um problema de Saúde Pública. 
 A leishmaniose no cão caracteriza-se por ser um processo crónico que evolui, de 
um modo geral, com manifestação de adenopatias, dermatites, onicogrifose, perda de 
peso, caquexia, epistaxis e produção elevada de anticorpos (Semião-Santos et al., 1995).
 Inúmeros estudos têm descrito a ocorrência de leishmaniose canina (Lcan) em 
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diversos países da bacia mediterrânica, com prevalências que variam entre 7,8% e 67% 
(Fisa et al., 1999; Sideris et al., 1999; Solano-Gallego, 2001; Paradies et al., 2006; Miró 
et al., 2007). Em Portugal, têm sido efectuados diversos rastreios epidemiológicos de 
seroprevalência da Lcan, mostrando a existência de regiões endémicas, como referido 
anteriormente (Capítulo 1.6). No período compreendido entre 1981 e 1986, foram 
estudados 1899 cães, provenientes da região metropolitana de Lisboa (RML) 
(Abranches et al., 1987). Aquele inquérito epidemiológico canino revelou uma 
seroprevalência de 8,8% na área rural e 3,8 % na área urbana. Duas décadas depois foi 
realizado um rastreio epidemiológico canino englobando áreas rurais e urbanas. 
 
 
2.2 Material e métodos 
 
2.2.1 Área do inquérito 
 
 A RML é uma área bastante heterogénea. Junto à cidade de Lisboa encontram-se 
zonas periféricas suburbanas, onde predominam as “povoações dormitório” com alguns 
bairros mais carenciados, quer a Norte quer a Sul do Tejo. A região estudada englobou 
cinco concelhos dos distritos de Lisboa e Setúbal: Lisboa, Loures, Sintra, Cascais e 
Seixal (Figura 2.1). A zona estudada abrangeu uma área de 165,9 Km2 de superfície 
com uma população de aproximadamente 1.448.419 habitantes (INE, censos 2001). 
Algumas freguesias dos concelhos estudados, nomeadamente Loures, englobam áreas 
agrícolas e, outras, frentes ribeirinhas, como no caso do Seixal. Os locais foram 
seleccionados por neles se conhecerem casos recentes de leishmaniose humana ou 
canina. 
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Figura 2.1. Distribuição geográfica das áreas em estudo nos Distritos de Lisboa e Setúbal 
(imagem de satélite captada com o “software” Google Hearth ). 
 
 
2.2.2  Animais estudados 
 
 No período compreendido entre Dezembro de 2002 e Dezembro de 2003 foram 
estudados 374 cães de diferentes idades e raças. Os animais estudados incluem dois 
grupos: um grupo de 277 com dono (cães domésticos) e outro grupo de 97 sem dono 
(cães vadios) provenientes dos cinco concelhos anteriormente referidos, e distribuídos 
de acordo com o gráfico da Figura 2.2. 
 As amostras biológicas foram obtidas por duas vias: 
 - enviadas para o nosso laboratório por Médicos Veterinários de Clínicas da área 
em estudo; 
 - deslocação ao local, no caso dos canis municipais de Loures, Queluz e Seixal. 
Lisboa
Cascais 
Sintra 
Loures
Seixal
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Figura 2.2. Distribuição dos dois grupos de cães estudados (com dono e sem dono) nos 
diferentes concelhos. 
 
 
 Considerámos que os animais com três ou mais sinais clínicos compatíveis com 
a doença eram classificados como sintomáticos. Os sinais clínicos considerados foram: 
emagrecimento, adenopatias, lesões dermatológicas (alopécia, pêlo baço, dermatite, 
hiperqueratose), onicogrifose, lesões oculares e hepatoesplenomegalia. Foram 
considerados como infectados os cães com duas reacções serológicas positivas ou 
exame cultural positivo. 
 A observação clínica dos animais bem como a colheita do material biológico foi 
realizada por um Médico Veterinário da nossa equipa. 
 
 2.2.3 Diagnóstico seroimunológico 
 
 Foi efectuada colheita de sangue em tubo seco de cada animal, e posterior 
separação do soro para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania. Foram utilizadas as 
técnicas de Imunofluorescência indirecta (IFI) e de Contraimunoelectroforese (CIE), 
uma vez que o diagnóstico serológico deve ter em conta os resultados de duas técnicas 
com fundamentos diferentes (Campino, 2002). Os testes serológicos foram efectuados 
em simultâneo com soros controlo, positivo e negativo. 
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2.2.3.1 Imunofluorescência indirecta 
 Na reacção de IFI, os anticorpos presentes no soro ligam-se aos antigénios 
somáticos dos parasitas fixados numa lâmina (antigénio figurado). Em seguida 
adiciona-se um anti-anticorpo marcado com o fluorocromo isocianato de fluoresceína, 
que se liga aos anticorpos do soro em estudo. A semi-quantificação do teor de 
anticorpos faz-se através da diluição dos soros. O título de anticorpos (imunoglobulinas 
totais) anti-parasita corresponde à maior diluição de soro em que foi observada 
fluorescência.  
 A preparação do antigénio figurado e o procedimento da técnica de IFI foram 
efectuados de acordo com Campino (1991). Consideraram-se como positivos os soros 
com títulos (ou diluições) iguais ou superiores a 1:64. 
 
2.2.3.2 Contraimunoelectroforese 
 A CIE é um método de detecção de anticorpos que pode facilmente ser aplicado 
num inquérito epidemiológico, pela sua simples execução, elevada sensibilidade e baixo 
custo (Mansueto et al., 1982; Maia et al., 2007). O anticorpo e o antigénio, colocados 
em extremidades opostas têm uma migração convergente num suporte de acetato de 
gelose, a pH 8,2 e submetidos a um campo eléctrico. O anticorpo move-se em direcção 
ao cátodo devido a uma forte corrente electro-endosmótica e o antigénio, carregado 
negativamente, move-se em direcção ao ânodo; quando se encontram formam um arco 
de precipitação. Esta técnica é também designada por electroimunodifusão. A 
preparação do antigénio solúvel foi efectuada de acordo com Campino et al. (1998) e o 
procedimento da técnica de acordo com Campino (1991). Consideraram-se como 
positivos os soros que revelaram, pelo menos, um arco de precipitação. 
 
2.2.4 Diagnóstico parasitológico 
 
 Nos cães com dono que apresentavam suspeita clínica de leishmaniose, foi 
efectuada biópsia aspirativa do gânglio poplíteo. Nos cães sacrificados nos canis 
municipais, foi efectuada a colheita post-mortem de material biológico nomeadamente: 
medula, baço, fígado, gânglio linfático e pele. Cada espécimen biológico de medula 
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óssea (cerca de 30 µl), de gânglio poplíteo (cerca de 30 µl), de pele (cerca de 3 mm2 de 
lesão recolhida em NaCl 0,9% estéril), de baço ou fígado (aproximadamente 50 mg), foi 
inoculada assepticamente em meio bifásico NNN (“Nicolle-Novy-McNeal”) com 500 µl 
de NaCl 0,9% contendo 600U Penicilina G sódica (Sigma, ST. Louis, USA) por ml de 
meio, e posteriormente mantidas em estufa refrigerada a +24ºC, sendo observadas e 
transferidas semanalmente para novos meios de NNN. As culturas negativas foram 
mantidas até cinco semanas pós-inoculação. 
 
2.2.5 Identificação isoenzimática de estirpes 
 
 As estirpes com um perfil isoenzimático idêntico constituem um zimodeme, ou 
seja, um conjunto de estirpes que possuem a mesma mobilidade electroforética para o 
número dos sistemas enzimáticos estudados. O estudo do perfil isoenzimático foi 
realizado através de electroforese a partir do extracto proteico da estirpe, segundo o 
método descrito por Maazoun et al. (1981) e Pasteur et al. (1987). Na análise foram 
utilizados 15 sistemas enzimáticos (malato-desidrogenase, EC 1.1.1.37; enzima málica, 
EC1.1.1.40; isocitrato desidrogenase, EC 1.1.1.42; 6-fosfogluconato desidrogenase, EC 
1.1.1.44; glucose-6-fosfato desidrogenase, EC 1.1.1.49; glutamato desidrogenase, EC 
1.4.1.3; diaforase, EC 1.6.2.2; nucleosido-purina fosforilase 1, EC 2.4.2.1; nucleosido-
purina fosforilase 2, EC 2.4.2; fosfoglucomutase, EC 5.4.2.2; aspartato 
aminotransferase 1 e 2, EC 2.6.1.1; fumarato hidratase, EC 4.2.1.2; manose fosfato 
isomerase, EC 5.3.1.8; glucose fosfato isomerase, EC 5.3.1.9). Em cada electroforese 
analisaram-se paralelamente estirpes de referência (Rioux et al., 1990).  
 A identificação isoenzimática das estirpes isoladas neste inquérito, foi efectuada 
por F. Pratlong, no “Laboratoire d’Écologie Médicale et Pathologie Parasitaire”, 
Faculdade de Medicina, Universidade de Montpellier, França. 
 
2.2.6 Análise estatística 
 
 Os resultados foram analisados estatísticamente utilizando o programa 
“Statistical Package for the Social Sciences 15.0” (SPSS). Aplicou-se o Teste de Chi-
quadrado de forma a comparar a prevalência da leishmaniose nos cães com dono 
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(domésticos) e sem dono (vadios) e, de entre os animais infectados assintomáticos, a 
prevalência de animais domésticos e sem dono. As diferenças foram consideradas 
estatisticamente significativas quando p <0,05. 
 
 Este estudo foi realizado segundo as Boas Práticas de Bem-estar Animal 
aprovado pela Comissão de Ética do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, 
Universidade Nova de Lisboa, e seguiu as recomendações da Legislação Portuguesa de 
Protecção dos Animais (Lei nº 92/95, 12.9). 
 
 
2.3 Resultados e Discussão 
  
 O inquérito epidemiológico abrangeu 374 cães, 277 com dono e 97 sem dono, 
provenientes de diferentes áreas da RML. As amostras biológicas foram analisadas 
serologicamente pelas técnicas de IFI e CIE e parasitologicamente através de pesquisa 
do parasita em cultura.  
 Na totalidade dos cães estudados, 72 cães estavam infectados (2 reacções 
serológicas positivas ou exame cultural positivo), correspondendo a uma prevalência 
total de Lcan de 19,2%. Verificou-se uma prevalência de 21,6% nos cães sem dono e 
18,4 % nos cães com dono (Quadro 2.1). A diferença entre estas duas percentagens não 
foi estatisticamente significativa (p = 0,48).  
 
 
Quadro 2.1. Distribuição da prevalência da infecção por grupo de animais.
Grupo de animais Nº de cães Nº de cães infectados Nº de cães infectados sintomáticos
Nº de cães infectados 
aparentemente saudáveis
cães com dono 277 51 (18,4 %) 31 20 (39,2 %)
cães sem dono 97 21 (21,6 %) 15 6 (28,7 %)
      TOTAL 374 72 (19,2 %) 46 26 (36,1 %)
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No que respeita à percentagem de casos de Lcan encontrada nos diferentes 
concelhos, o concelho de Loures registou 28,8% (40/139) de cães infectados seguido do 
concelho de Cascais com 20,0 % (3/15), Seixal com 15,8 % (6/38), Lisboa com 15,3% 
(2/13) e Sintra com 12,4% (21/169). 
 A prevalência total de 19,2%, registada neste inquérito na área urbana e peri-
urbana de Lisboa, mostrou ser muito diferente da observada anteriormente (3,8%) em 
1987 por Abranches et al. (1987). O aumento da prevalência de Lcan nas zonas urbanas 
e peri-urbanas, pode dever-se a alguns factores, tal como a urbanização de focos 
zoonóticos naturais, ou seja, a construção maciça em áreas que há umas décadas atrás 
eram essencialmente rurais (Campino, 2002). Esta construção, muitas vezes 
desregulada, nas zonas peri-urbanas pode igualmente levar a um grande aumento de 
desperdícios sólidos com condições sanitárias deficientes, atraindo cães vadios 
potencialmente infectados ou disponíveis para a infecção. Por outro lado, também os 
bairros residenciais de vivendas com jardins, onde a presença dos cães é habitual, 
proporcionam um bom habitat para os flebótomos. Estudos de prevalência da Lcan 
noutras cidades, apontam igualmente para a “urbanização” desta parasitose, 
nomeadamente em Madrid, Atenas e Paulista (cidade localizada no estado de 
Pernambuco, Brasil) onde se encontraram seroprevalências respectivamente de 7,8%, 
22,4% e 40,3%, (Miró et al., 2007; Sideris et al., 1999; Dantas-Torres et al., 2006).  
 Apesar de considerarmos a prevalência encontrada neste estudo relativamente 
elevada, esta poderá, no entanto, estar a ser subestimada, uma vez que apenas se 
aplicaram técnicas convencionais (cultura, IFI e CIE). Se se tivessem utilizado técnicas 
mais sensíveis, como as técnicas moleculares, estes valores provavelmente seriam 
bastante superiores. Em diversos inquéritos epidemiológicos, as técnicas de ELISA e 
IFI para detecção de anticorpos anti-Leishmania, mostraram subestimar as prevalências 
(Asford et al., 1995; Berrahal et al., 1996). Num estudo efectuado na ilha de Maiorca, 
com a aplicação da IFI, foi observada uma seroprevalência de Lcan de 26,0%, enquanto 
que a prevalência da infecção quando calculada com base nos animais seropositivos 
e/ou positivos por PCR em qualquer dos tecidos analisados (pele, conjuntiva ou medula 
óssea) foi de 67,0%. (Solano-Gallego et al.,2001). 
 No nosso estudo, apesar de a diferença de prevalência da Lcan nos cães com 
dono e nos cães vadios não ter sido estatisticamente significativa, seria de esperar uma 
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maior prevalência da infecção nos cães vadios, uma vez que estes animais não têm as 
mesmas condições físicas e sanitárias que os cães com dono. Por outro lado, estes 
resultados suportam a importância do papel desempenhado pelos cães vadios na 
transmissão do parasita, na região de Lisboa. Num estudo recente efectuado ao longo de 
um período de 10 anos, na cidade de Madrid, em 1803 cães vadios, os autores 
observaram uma seroprevalência média de 7,8% (Miró et al., 2007), que apesar de ser 
bastante menor que a por nós encontrada, o número de cães estudados e o período de 
tempo é muito mais alargado, no entanto, por ano, os autores chegaram a encontrar 
16,4% de prevalência. 
Do total dos 374 cães, 307 não tinham quaisquer sinais de doença, tendo sido 
considerados assintomáticos e 67 apresentavam suspeita clínica de leishmaniose, sendo 
considerados sintomáticos. De entre o total de cães infectados (72) observaram-se 26 
(36,1%) animais assintomáticos ou aparentemente saudáveis. A diferença entre o 
número de cães assintomáticos com dono (20 em 51) e sem dono (6 em 21) de entre os 
animais infectados (Quadro 2.1), não foi estatisticamente significativa (p = 0,39). O 
número de cães infectados mas aparentemente saudáveis foi inferior ao que seria de 
esperar, uma vez que diversos estudos mostraram que mais de metade dos animais 
seropositivos são assintomáticos (Campino et al., 1995; Berrahal et al., 1996; Cardoso 
et al., 2004; Miró et al., 2007). Apesar de alguns autores referirem que os cães 
assintomáticos são reservatórios menos eficientes do que os sintomáticos (Campino, 
2002), é importante conhecer o papel dos cães assintomáticos na transmissão do parasita 
Leishmania. O número elevado de animais domésticos assintomáticos que não estão 
submetidos a qualquer medida de controlo por não evidenciarem sinais de doença, 
poderá estar a contribuir para a expansão da leishmaniose, uma vez que são uma fonte 
de infecção para o vector; também os cães vadios, com hábitos de vida ao ar livre, longe 
do controlo veterinário poderão contribuir ainda para um controlo muito mais 
dificultado e menos eficaz da Lcan.  
 Como forma de controlo da Lcan, existem posições contrárias quanto à 
eliminação de cães doentes ou seropositivos e, na maior parte dos países endémicos, 
esta não é uma medida aceitável por questões éticas e sociais. Para além disso, este tipo 
de medidas de controlo acabam por ser ineficazes devido à elevada proporção de cães 
assintomáticos, que poderão ser capazes de infectar os flebótomos (Moreno & Alvar, 
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2002), bem como ao elevado número de cães vadios (por exemplo, é estimado um 
milhão de cães errantes em Espanha). Na maior parte dos países, fazer um rastreio a 
todos os cães todos os anos, não é economicamente exequível quer a uma escala local, 
quer regional ou mesmo nacional, precisamente porque a incidência da leishmaniose 
humana é baixa (Moreno & Alvar, 2002). 
 Paralelamente a este estudo da Lcan na RML, e no âmbito do mesmo projecto 
(“Leishmania Genotyping”, QLK2-CT-2001-01810), foi elaborado um estudo na 
população vectorial na mesma região geográfica, efectuado por C. Alves-Pires e M.O. 
Afonso da Unidade de Entomologia Médica/UPMM do IHMT, revelando uma 
densidade vectorial que variou entre 0,1% e 7,7% (espécimen por armadilha do tipo 
CDC e por noite). Os vectores foram identificados de acordo com chaves entomológicas 
estandardizadas (Alves-Pires, 2000), tendo sido identificados 80,3% de Ph. perniciosus, 
19,1% de Ph. ariasi e 0,6% de Ph. sergenti (Cortes et al., 2007), espécies estas 
preferencialmente zoofílicas. Observou-se uma taxa de infecção de 1,2%, que 
correspondeu a uma fêmea de Ph. ariasi infectada, capturada no concelho do Seixal. 
Contrariamente ao que seria de esperar, a abundância vectorial no concelho de Loures 
(que registou a maior percentagem de cães infectados) foi baixa nos biótopos estudados, 
reforçando a necessidade de estudos vectoriais mais extensos nas áreas afectadas pela 
leishmaniose. Estudos realizados no âmbito das alterações climáticas, através de 
modelos matemáticos apropriados, permitiram concluir que, a manter-se a tendência do 
aquecimento global, os períodos favoráveis à transmissão da leishmaniose terão 
tendência a aumentar, nomeadamente em Portugal, em algumas regiões dos distritos do 
Porto, Lisboa e Faro, quer devido ao aumento do número de meses de actividade 
flebotomínica, quer devido ao aumento do período favorável ao desenvolvimento dos 
parasitas de Leishmania nos flebótomos vectores (Calheiros & Casimiro, 2006). 
 Na Lcan, o facto de ainda não haver vacina eficaz e comercializada na Europa, 
faz com que actualmente a principal medida para prevenir a infecção nos cães 
domésticos seja a utilização de repelentes de insectos, entre os quais coleiras 
impregnadas com deltametrina, que têm apresentado bons resultados em diversos 
estudos (Maroli et al., 2001; Reitinger et al., 2004). Outra forma de prevenção passará 
por abrigar os cães dentro de casa, desde o entardecer até ao amanhecer, durante o 
período no qual os flebótomos demonstram maior actividade. Por outro lado, a 
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prevenção passará por desenvolvimento de acções de sensibilização dos proprietários 
dos cães, e mesmo da população em geral, para esta zoonose. Um estudo recente 
efectuado em Portugal, revelou que o conhecimento actual sobre a Lcan junto dos 
proprietários de cães em Portugal Continental, é reduzido, uma vez que quase 50,0% 
dos proprietários de cães desconheciam a existência desta parasitose (Neves et al., 
2007). 
 Apesar de alguns estudos terem mostrado uma relação directa entre a 
prevalência da Lcan e a leishmaniose humana, os nossos resultados mostram que a Lcan 
é muito mais prevalente e mais amplamente distribuída do que a leishmaniose humana e 
não se correlaciona com a incidência dos casos humanos como já anteriormente referido 
por Campino (2002). Entre 2002 e 2006, a UEI de Leishmanioses do IHMT registou 20 
novos casos de LV em imunocompetentes, crianças (16) e adultos (4), e 75 casos em 
imunocomprometidos. Apesar do número de novos casos ser muito mais elevado em 
indivíduos imunocomprometidos, nomeadamente doentes co-infectados com o HIV, de 
um modo geral, só os indivíduos imunocompetentes reflectem a transmissão zoonótica 
natural, uma vez que os indivíduos imunocomprometidos são, na sua maioria, 
dependentes de drogas endovenosas e utilizam as seringas contaminadas como meio 
artificial de transmissão de Leishmania (Alvar et al., 1994; Campino et al., 1994).  
Dos 72 cães infectados, o diagnóstico parasitológico permitiu o isolamento de 49 
estirpes de Leishmania, que foram identificadas por tipagem isoenzimática como L. 
infantum MON-1. L. infantum MON-1 foi, à excepção de um caso de um cão infectado 
com L. infantum MON-98 na região do Alto Douro (Cardoso et al., 2002), o único 
zimodeme até agora identificado em Portugal (Campino et al., 2006). Noutros países da 
bacia mediterrânica, o zimodeme MON-1 é também o mais frequentemente encontrado 
no hospedeiro canino. No entanto, outros zimodemes têm sido identificados em cães 
com leishmaniose, nomeadamente em Espanha, França, Itália, Grécia, Marrocos e 
Argélia: MON-11, MON-24, MON-27, MON-34, MON-37, MON-72, MON-77, MON-
98, MON-105, MON-108 e MON-199 (Gramiccia et al., 1992; Dereure et al., 1999; 
Martin-Sanchez et al., 2004; Pratlong et al., 2004; Haralambous et al., 2007). Em 
Portugal, apesar de 94,6% dos isolados (87 em 92) em casos humanos terem sido 
identificados como L. infantum MON-1, outros zimodemes foram identificados, tais 
como MON-24, MON-29 e MON-80 em doentes imunocomprometidos com LV e num 
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caso de leishmaniose cutânea (MON-24) num doente imunocompetente (Campino et 
al., 2006). O facto de, em Portugal, o zimodeme MON-1, com uma excepção, ser o 
zimodeme isolado no hospedeiro canino, tendo contudo outros zimodemes sido 
encontrados no hospedeiro humano e vector (Pires et al., 1991), sugere a possível 
existência de outros reservatórios para além do cão. Igualmente na maioria dos países 
do Sul da Europa e Norte de África, apesar de MON-1 ser dominante no hospedeiro 
humano, têm sido identificados casos esporádicos de outros zimodemes corroborando a 
sugestão anterior. Um rastreio recente de leishmaniose felina efectuado na região de 
Lisboa, revelou 30,4% de gatos infectados (Maia et al., em publicação). A elevada 
prevalência da infecção por Leishmania encontrada na população felina naquele 
trabalho e em outros estudos (Gramicia et al., 2005; Martin-Sanchez et al., 2007), 
indicia o papel do gato como reservatório habitual e não apenas hospedeiro acidental.  
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3. Caracterização molecular de Leishmania por kDNA- PCR e 
hidrólise do DNA amplificado  
 
 
3.1 Introdução 
 
 As técnicas baseadas na reacção em cadeia da polimerase (PCR) são as que, de 
entre as diferentes metodologias moleculares, permitem a aplicação de abordagens mais 
sensíveis e portanto uma melhor avaliação da diversidade genética de Leishmania. 
O DNA cinetoplastideal (kDNA), já abordado no Capítulo I, tem sido amplamente 
utilizado como alvo molecular para a caracterização genética de Leishmania e de outros 
cinetoplastídeos. Estudos anteriormente efectuados apontam para uma rápida evolução das 
sequências do kDNA, permitindo a diferenciação de estirpes próximas. Por outro lado, a 
presença de sequências conservadas e de multiplas cópias têm sido úteis na detecção dos 
tripanossomatídeos (Barker, 1987; Lambson & Barker, 2002). 
 O método de PCR - polimorfismos de tamanho de fragmentos de restrição de DNA 
(do inglês “restriction fragment length polymorphism”) (PCR-RFLP), baseia-se na 
hidrólise do produto amplificado por PCR, com enzimas de restrição (endonucleases) que 
fragmentam a sequência nucleotídica em locais específicos. Os diferentes padrões de 
restrição ou esquizodemos são originados por mutações pontuais no local de restrição ou 
devido a inserções ou delecções. Esta técnica tem sido aplicada nos parasitas do género 
Leishmania para diferenciação entre espécies, utilizando como alvo molecular uma 
sequência da pequena sub-unidade do RNA ribossomal (Van Eys et al., 1992), para 
distinção entre isolados de L. tropica, tendo como alvo a sequência da região ITS1 
(Schönian et al., 2001), e como diferenciação entre recaídas e re-infecções em doentes co-
infectados com o VIH, utilizando o kDNA como alvo molecular (Morales et al., 2002; 
Chicharro et al., 2002). Com a utilização de PCR-RFLP, Noyes et al. (1998) demonstraram 
que os zimodemes de L. infantum, presentes na bacia do Mediterrâneo, podem ser 
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classificados em subgrupos. No Novo Mundo outros autores verificaram a existência de 
variação intra e inter-específica em isolados de L. braziliensis por análise de esquizodemos. 
(Cupolillo et al., 1995) 
 O objectivo deste estudo foi o de analisar a diversidade genética de L. infantum a 
partir de isolados do hospedeiro humano, reservatório e vector, obtidos em diferentes 
regiões geográficas de Portugal, utilizando o método de PCR-RFLP aplicado ao kDNA. As 
amostras portuguesas foram comparadas com isolados de L. infantum provenientes de 
outros países e continentes. 
 
3.2 Material e métodos 
 
3.2.1 População estudada  
  
 Neste estudo analisou-se um total de 161 amostras de DNA de Leishmania, sendo 
134 provenientes de diferentes regiões geográficas de Portugal nomeadamente região do 
Alto Douro, região Centro, região Metropolitana de Lisboa (RML), Alentejo e Algarve, e 
27 amostras de outros países da Bacia mediterrânica, de África e do Brasil.  
 
3.2.1.1 Casos portugueses de leishmaniose humana  
 Para a caracterização molecular dos isolados em casos autóctones de leishmaniose 
humana, foram analisadas 64 amostras (medula óssea no caso de leishmaniose visceral, e 
pele no caso de leishmaniose cutânea e viscero-cutânea) (Apêndice 1). As diferentes 
amostras foram provenientes de doentes imunocompetentes e imunodeprimidos de 
diferentes regiões geográficas do país. Neste grupo de amostras estão incluídos recidivas 
em 12 indivíduos imunocomprometidos, tendo dois desenvolvido leishmaniose viscero-
cutânea (LVC) após tratamento (Quadro 3.1). Consideraram-se recidivas os episódios que 
se sucederam após tratamento do primeiro episódio e com análise parasitológica negativa 
anterior a estes casos. Definiu-se LVC ao quadro clínico de LV com concomitantes lesões 
cutâneas. Um dos casos de LVC diagnosticados na RML, é referente a um doente que 
apresentava uma patologia de leishmaniose semelhante a leishmaniose dérmica pós-Kala-
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azar (PKDL) (Catorze et al., 2006). Todas as amostras em estudo foram recebidas pela 
Unidade de Leishmanioses para diagnóstico, provenientes de diversos hospitais do país. 
 
Região Hospitais Total
LV LC LV LC LVC
Alto Douro Distrital deVila Real 9 4 13
Tomar 1 1
Distrital de Caldas da Raínha 1 1
Distrital de Santarém 1 1
Lisboa1 1 1 34 1 4 41
Distrital de Setúbal 1 1
Alentejo Distrital de Beja 2 2
Algarve Distrital de Faro 1 3 4
Total 12 6 40 1 5 64
RML, Região Metropolitana de Lisboa; LV, leishmaniose visceral; LC, leishmaniose cutânea; LVC, leishmanioses viscero-cutânea.
1 Amostras provenientes dos Hospitais: Santa Maria, Egas Moniz, Garcia de Orta, Estefânea e Prisional S. João de Deus.
RML
Imunocompetentes Imunodeprimidos
Quadro 3.1. Número, forma clínica, situação imunitária e distribuição geográfica das amostras
humanas portuguesas.
Centro
 
  
 
 Das amostras estudadas, 58 foram identificadas por análise electroforética de 
enzimas (multilocus enzyme electrophoresis, MLEE) no Centre National de Réfèrence des 
Leishmanioses, Montpellier, França, 51 como L. infantum zimodeme MON-1, três como 
MON-29, uma como MON-24, duas estirpes identificadas como novas variantes de L. 
infantum e uma como híbrido de L. infantum/L. major. Seis amostras não foram 
identificadas por análise isoenzimática.  
 
3.2.1.2 Casos portugueses de leishmaniose animal  
 A análise molecular da leishmaniose animal foi realizada num total de 63 amostras 
de DNA (Apêndice 2), provenientes de diversas regiões do país, obtidas a partir de aspirado 
de medula óssea ou de gânglio poplíteo; 50 amostras foram recolhidas no estudo 
epidemiológico canino, realizado entre 2002 e 2003, descrito no Capítulo 2 (Quadro 3.2). 
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Todos os isolados caninos foram identificados por tipagem isoenzimática como L. infantum 
MON-1.  
 Foram, ainda, analisados quatro isolados de raposas da RML, provenientes do 
Parque Natural da Arrábida, tipados isoenzimaticamente como L. infantum MON-1.  
 
 
 
Região Concelho Total
Alto Douro Vila Real 3
Lisboa 1
Loures 40
Oeiras 1
Queluz 3
Seixal 4
Setúbal 2
Alentejo Évora 8
Algarve Olhão 1
Total 63
RML, Região Metropolitana de Lisboa.
RML
Quadro 3.2. Número e distribuição geográfica das
amostras caninas portuguesas.
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3.2.1.3 Vector 
 Foram igualmente estudados três isolados de flebótomos, dois de Phebotomus 
ariasi, capturados nos concelhos de Alijó e Santa Marta de Penaguião, região do Alto 
Douro, e um de Ph. perniciosus, proveniente do concelho de Loulé, região do Algarve. 
Todos foram tipados com L. infantum MON-1. 
 
3.2.1.4 Amostras de outros países 
 Neste estudo foram igualmente incluídas 27 amostras de DNA de Leishmania de 
alguns países da bacia mediterrânica (Espanha, França, Grécia e Malta), cinco de África 
(Etiópia e Sudão) e oito do Brasil, identificadas por tipagem isoenzimática como L. 
infantum e L. donovani (Quadro 3.3). Estas amostras foram gentilmente cedidas por 
investigadores de laboratórios estrangeiros com quem colaboramos (C. Canãvate, Instituto 
Carlos III, Madrid, Espanha; I. Maurício, London School of Hygiene and Tropical 
Medicine, Londres, Reino Unido; K. Soteriadou, Instituto Pasteur, Atenas, Grécia; J. P. 
Dedet, Centre National de Reference des Leishmanioses de Montpellier, França; R. Brazil, 
Fundação Instituto Oswaldo Cruz (FIOCruz), Rio de Janeiro e N. Mello, Universidade 
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil). 
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Amostras Origem geográfica Forma clínica Espécie Zimodeme Código internacional
ESP1 LV L. infantum 1 MHOM/ES/93/PM1
ESP2 LC L. infantum 1 MHOM/ES/86/BCN16
ESP3 Lcan L. infantum 1 MCAN/ES/2001/LLM-1007
ESP4 Lcan L. infantum 1 MCAN/ES/2002/LLM-1139
ESP5 LV L. infantum 1 MHOM/ES/2001/LLM-981
FR1 LV L. infantum 1 MHOM/FR/78/LEM75
FR2 LC L. infantum 1 MHOM/FR/97/LSL29
FR3 LC L. infantum 11 MHOM/FR/80/LEM189
MLT1 Malta LC L. infantum 78 MHOM/MT/85/BUCK
GR1 LV L. infantum 1 MHOM/GR/2002/GR26
GR2 Lcan L. infantum 1 MCAN/GR/2002/GR9
GR3 Lcan L. infantum 1 MCAN/GR/2003/GR12
GR4 Lcan L. infantum 98 MHOM/GR/2003/GR19
GR5 LV L. infantum 98 MHOM/GR/2004/GR17
SD1 LV L. infantum 81 MHOM/SD/62/3S
SD2 LV L. donovani 1 30 MHOM/SD/82/GILANI1
ET1 LV L. donovani 31 MHOM/ET/00/HUSSEN
ET2 LC L. donovani 18 MHOM/ET/67/HU3 (LV9)
ET3 LV L. donovani 2 82 MHOM/ET/72/GEBRE 12
BR1 LV L. infantum 1 MHOM/BR/74/PP75
BR2 LV L. infantum 1 MHOM/BR/72/46
BR3 LV L. infantum 1 MHOM/BR/2001/RR071
BR4 LV L. infantum 1 MHOM/BR/2001/RR072
BR5 LV L. infantum 1 MHOM/BR/1998/RR055
BR6 Lcan L. infantum 1 MCAN/BR/2002/BH400
BR7 Lcan L. infantum 1 MCAN/BR/2001/BH401
BR8 Lcan L. infantum 1 MCAN/BR/2002/BH402
LV, leishmanose visceral; LC, leishmaniose cutânea; Lcan, leishmaniose canina.
Estirpes previamente classificadas como 1L. infantum e 2 L. archibaldi (Maurício et al. , 2007)
Quadro 3.3. Origem geográfica, forma clínica e espécie de Leishmania  das amostras provenientes de 
outros países.
Sudão
Etiópia
Brasil
Espanha
França
Grécia
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3.2.1.5 Amostras aplicadas ao estudo da estabilidade do kDNA e especificidade das 
sequências iniciadoras MC1 e MC2 
Para testar a estabilidade do kDNA como marcador molecular utilizaram-se quatro 
pares de estirpes de L. infantum MON-1, duas humanas e duas caninas, contendo cada par 
DNA extraído do isolado original e após longos períodos de cultura in vitro (três a cinco 
anos).  
 Para o estudo da especificidade das sequências iniciadoras MC1 e MC2 (descritas 
em 3.2.3) desenhadas no âmbito deste estudo, foi analisado DNA de diversas espécies de 
Leishmania e de outros microorganismos (Quadro 3.4). Foi também incluído um grupo de 
amostras de DNA de mamíferos não infectados, consideradas como controlos negativos que 
incluem:, medula óssea de cão, baço de raposa, baço de murganho assim como sangue de 
um doente infectado com o VIH e sangue de um dador voluntário. 
 
Espécie Origem geográfica Código internacional
L. major   ex-União Soviética MHOM/SU/1973/5-ASKH
L. major Israel MHOM/IL/67/Jericho II:LV561
L. tropica ex-União Soviética MHOM/SU/1974/K27 
L. braziliensis 1 Portugal MHOM/PT/99/IMT252 
L. guyanensis 1 Portugal MHOM/PT/96/IMT217 
L. peruviana Perú                   —
L. infantum Brasil MHOM/BR/72/46VL 
L. infantum Brasil MHOM/BR/058 
L. infantum Brasil MHOM/BR/74/0PP75 
L. donovani  MON-18 Portugal MHOM/PT/92/IMT 180 
L. donovani  MON-18 Etiópia MHOM/ET/67/HU3 (LV9)
Trypanosoma cruzi Brasil                   —
Trypanosoma b. brucei ?                   —
Plasmodium falciparum São Tomé e Príncipe                   —
Pneumocystis carinii Portugal                   —
Mycobacterium tuberculosis Portugal                   —
Mycobacterium avium Portugal                   —
1, casos importados da América Central e do Sul.
Quadro 3.4. Espécies de Leishmania e outros microorganismos utilizados para o 
estudo da especificidade das sequências iniciadoras MC1/ MC2.
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3.2.2 Extracção de DNA 
 
DNA extraído a partir de amostras clínicas 
 A extracção de DNA a partir de amostras clínicas, medula óssea, aspirado de 
gânglio linfático e biópsia de pele, foi realizada com um “kit” comercial “High Pure PCR 
Template Preparation Kit” (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) de acordo 
com a instruções do fabricante. Esta técnica tem por base a ligação dos ácidos nucleicos às 
fibras de vidro existentes na coluna de extracção na presença de um sal. Resumidamente, 
depois de homogeneizado 25-50 mg do tecido num tubo de 1,5 ml, efectuou-se uma 
incubação de uma hora a +56ºC com 40 µl de proteinase K e 200 µl de tampão de lise (4 M 
ureia, 200 mM NaCl, 200 mM EDTA, pH 7.4). Seguidamente adicionou-se 200 µl de 
tampão de ligação [6 M guanidina-HCl, 20% Triton X-100 (v/v), pH 4.4], por forma a 
inactivar as nucleases e efectuou-se uma outra incubação a +72ºC, 10 minutos.  
Após incubação adicionou-se 100 µl de isopropanol, homogeneizou-se bem. De seguida 
fez-se passar o produto na coluna de extracção e centrifugou-se a 4500 g, durante um 
minuto. Após a centrifugação descartou-se o tubo com o produto recolhido e combinou-se a 
coluna com um novo tubo. Adicionou-se 500 µl de tampão de remoção (5M guanidina-
HCl, 20 mM Tris-HCl, pH 6.6) Para a remoção de possíveis inibidores e centrifugou-se a 
4500 g, durante um minuto. Ao passar na coluna, os ácidos nucleicos ligam-se 
selectivamente às fibras de vidro. Em seguida, o DNA ligado foi purificado com tampão de 
lavagem (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, pH 7,5) centrifugando-se duas vezes a 4500 g 
durante um minuto por forma a removerem-se os componentes celulares contaminantes. 
Após a lavagem, fez-se uma centrifugação a 13000 g durante um minuto, para a remoção 
de possíveis vestígios de tampão de lavagem.  
Por fim, para a eluição do DNA, descartou-se o líquido recolhido e combinou-se a 
coluna com um novo tubo colector de 1,5 ml. De seguida, adicionou-se à coluna 200 µl de 
tampão de eluição (10 mM Tris, pH 8.5) (previamente aquecido a +70ºC, no banho-Maria) 
e centrifugou-se a 4500 g durante um minuto. A utilização de uma solução de baixa 
concentração salina (Tris-HCl) permite a libertação dos ácidos nucleicos da coluna de 
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extracção. O tubo colector final contem o DNA eluído. Depois de extraído o DNA foi 
conservado a -20ºC até posterior utilização. 
 
DNA extraído a partir de cultura de Leishmania 
 Antes de se proceder à extracção do DNA dos parasitas em cultura, foi optimizada a 
concentração das formas promastigotas, em cultura em meio de Schneider (Sigma). Foi 
utilizada uma concentração de 107 promastigotas por ml, por contagem em câmara de 
Neubauer. Após o crescimento dos promastigotas em cultura, estes foram sub-cultivados 
em meio Schneider (Sigma) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cambrex, 
Rockland, USA) para posterior extracção de DNA. 
 Os parasitas foram sedimentados por centrifugação a 956 g, durante 10 minutos à 
temperatura ambiente e depois lavados por dupla centrifugação e ressuspensão em tampão 
fosfato salino (“phosphate-buffered saline”- PBS, pH 7.2), sendo por fim ressuspendidos 
em 200 µl de PBS. A extracção de DNA dos parasitas em cultura efectuou-se seguidamente 
com o “kit” “High Pure PCR Template Preparation Kit” comercial, mas omitindo a 
primeira incubação com o tampão de lise. Depois de extraído, o DNA foi conservado a       
-20ºC até posterior utilização. 
 
3.2.3 Amplificação do DNA 
 
3.2.3.1 Escolha das sequências iniciadoras 
 O desenho das sequências iniciadoras (ou “primers”), bem como a sua análise para 
detectar a potencial existência de dímeros, efectuou-se com o programa “Primer 3 
Program” (Whitehead Institute, Massachusetts Institute of Technology, USA). Para a 
amplificação do kDNA foi então seleccionado um par de sequências iniciadoras, MC1 e 
MC2, a partir de uma sequência completa do minicírculo de L. infantum (Apêndice 3). No 
Quadro 3.5 encontram-se descritas as sequências iniciadoras utilizadas na amplificação do 
kDNA. Estes “primers” amplificam uma sequência com 447 pares de bases, dos quais 42 
pb fazem parte da região conservada do minicírculo e os restantes 405 pb pertencem à 
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região variável. O “primer” MC1 encontra-se na região variável o “primer” MC2 encontra-
se na região conservada. 
 
 
Quadro 3.5. Sequências iniciadoras desenhadas para a amplificação de DNA cinetoplastideal.
Alvo molecular Sequências inicidoras Sequência
MC1  5’ GTTAGCCGATGGTGGTCTTG 3’
MC2  5’ CACCCATTTTTCCGATTTTG 3’
kDNA                
 
 
 
3.2.3.2 Reacção de PCR 
 Efectuou-se uma optimização das condições de PCR para os “primers” MC1 e 
MC2: concentração de cloreto de magnésio (MgCl2), concentração das sequências 
iniciadoras e ao nível da temperatura de ligação, tempos de ligação e de extensão. A 
reacção de amplificação do kDNA foi efectuada num volume de 50 µl contendo 1X tampão 
de reacção (160 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris-HCl [pH 8,8], 0,1% Tween-20) (Bioline, 
Londres, UK), 1,5 mM de MgCl2 (Bioline), 0,2 mM de uma mistura dos 
desoxirribonucleótidos dATP, dCTP, dGTP e dTTP (Bioline), 5 pmol de cada um dos 
“primers” (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 2 U de Taq DNA Polymerase 
(Bioline), entre 2,5 a 5 µl (aproximadamente 100 ng) de DNA genómico e água ultra-pura 
estéril, para completar o volume final. As reacções de amplificação foram efectuadas num 
termociclador “Px2 Thermal Cycler” (Thermo Fisher Scientific), segundo as condições 
descritas no Quadro 3.6. 
 Em todas as amplificações foi utilizado um controlo positivo contendo DNA 
genómico de L. infantum e um controlo negativo sem DNA, contendo água. 
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Quadro 3.6. Condições de amplificação do kDNA com as seqências iniciadoras MC1 e MC2.
PCR
Fases Temperatura Duração Nº de ciclos
Desnaturação inicial 94ºC 2 min 1
Desnaturação 94ºC 20 seg
Ligação 60ºC 20 seg
Extensão 72ºC 30 seg
Extensão final 72ºC 5 min 1
Condições de amplificação
kDNA            
(MC1/ MC2) 30
 
  
 
 Avaliou-se igualmente o limite de detecção das sequências iniciadoras MC1 e MC2 
comparativamente com outras, AJS1(5’ GGGGTTGGTGTAAAATAGGGCCGG 3’) E 
DBY (5’CCAGGTTCCCGCCCCGGAG 3’), que amplificam o minicírculo completo e se 
situam na região conservada do minicírculo (Smyth et al., 1992). Para isso efectuaram-se 
diluições seriadas de uma cultura de uma estirpe de L. infantum (MCAN/PT/94/IMT205), 
variando de 104 a um parasita, e em seguida efectuou-se extracção de DNA como 
anteriormente referido (sub-capítulo 3.2.2). As condições de PCR para o par de sequências 
AJS1/DB8 foram as mesmas que para as sequências iniciadoras MC1/MC2, mas com 38 
ciclos de amplificação e uma temperatura de ligação de 61ºC durante 30 segundos, uma vez 
que se efectuou uma adaptação ao termociclador em uso. 
  
3.2.3.3 Visualização dos produtos de PCR 
 Os fragmentos de DNA amplificado foram submetidos a electroforese em gel de 
agarose a 1,5% (p/v) em tampão TAE 1X (0,04M tris-HCL a pH 8,0; 0,002M EDTA; 0,02 
M acetato de sódio) ao qual se adicionou brometo de etídio (concentração final 0,5µg/ml). 
O gel polimerizado foi colocado numa tina de electroforese horizontal com tampão TAE 
1X. Colocou-se 10µl de produto de PCR de cada amostra, com a adição de solução corante 
de laranja G [40% (p/v) de sacarose (BDH, Darmstadt, Germany) e 0,25% de laranja G 
(Merck, Darmstadt, Alemanha)] (5:1). 
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 Simultaneamente com as amostras colocou-se um marcador de massa molecular de 
100 pares de base (pb) (Bio-Rad, Hercules, USA). Aplicou-se uma corrente eléctrica de 
110V durante 60 minutos. Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados e 
fotografados no sistema UVIDOC (Alfagene, Fords, USA), sob luz ultravioleta (UV), por 
emissão de fluorescência do brometo de etídio intercalado no DNA. 
 
3.2.4 Purificação dos produtos amplificados por PCR 
 
 Num primeiro grupo de amostras os produtos amplificados foram purificados com o 
“kit” comercial “High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche) de acordo com as 
instruções do fabricante, para remover sais, restos de oligonucleótidos iniciadores e 
nucleótidos não incorporados, que interferem com a reacção de sequênciação. 
Resumidamente, adicionou-se 500 µl de tampão de ligação [(3 M guanidina-tiocianato, 10 
mM Tris-HCl, 5 % etanol (v/v), pH 5.5] ao produto de PCR de cada amostra, 
homogeneizou-se, transferiu-se a mistura para as coluna de purificação e centrifugou-se 
durante um minuto a 13000 g. As colunas são constituídas por um disco de fibra de vidro, 
onde fica selectivamente retido o DNA. De seguida realizou-se uma dupla lavagem, durante 
um minuto a 13000 g, com 500 µl e 200 µl de tampão de lavagem (20 mM NaCl, 2 mM 
Tris-HCl, pH 7.5), respectivamente. Por fim, eluiu-se o produto de PCR já purificado, com 
80 µl de tampão de eluição (10 mM Tris-HCl, pH 8.5), centrifugando-se a 13000 g durante 
um minuto. Os produtos de PCR purificados foram conservados a –20ºC até posterior 
utilização. 
 Verificou-se que, em alguns casos, após a realização da purificação os produtos de 
PCR se perdiam a ponto de ser impossível a realização de RFLP, tendo sido abandonada a 
fase de purificação sem que os resultados da restrição enzimática fossem alterados. Deste 
modo, passou-se apenas a purificar os produtos de PCR que foram sequenciados. 
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3.2.5 Selecção das endonucleases  
 
 Procedeu-se à selecção das endonucleases de restrição que hidrolisassem a 
sequência alvo do kDNA amplificada pelas sequências iniciadoras MC1/MC2, de forma a 
analisar a ocorrência de potenciais polimorfismos aleatórios, nas amostras estudadas. Para 
isso, construiu-se o mapa de restrição do produto de PCR através do programa Webcutter 
2.0 (www.firstmarket.com/cutter/cut2.html), no qual se introduziu uma sequência alvo do 
DNA do minicírculo de L. infantum (número de acesso do Genebank: AF169140). Do 
conjunto de endonucleases de restrição que hidrolisavam a sequência em estudo, 
seleccionaram-se sete, que se previa originarem fragmentos de dimensões variadas e com 
sequências de reconhecimento de 6 a 4 pares de bases. Posteriormente à análise de algumas 
sequências de amostras amplificadas e sequenciadas, seleccionaram-se outras duas 
endonucleases de restrição, DdeI e BglII, que fragmentavam em dois locais onde pareciam 
ocorrer mutações comuns a diferentes amostras (Quadro 3.7). 
 
Endonuclease Sequência reconhecida Fragmentos
Bgl II 5'-A▼GATCT-3' 3
Bme 1309I 5'-CC▼NGG-3' 3
Dde I 5’-C▼NGATG-3’ 3
Hpa II 5'-C▼CGG-3' 3
Pst I 5'-CTGCA▼G-3' 2
Rsa I 5'-GT▼AC-3' 3
Sfc I 5’-C▼TRYAG3' 3
Vsp I 5'-AT▼TAAT-3' 3
Xap I 5'-R▼AATTY-3' 3
R = G ou A; Y = C ou T; N = G, A, C ou T.
Quadro 3.7. Endonucleases de restrição utilizadas, sequência reconhecida e n.º de 
fragmentos de hidrólise previstos na sequência de L. infantum  (Genebank nº AF169140).
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3.2.6 Polimorfismos de tamanho de fragmentos de restrição de DNA-RFLP 
 
 Numa primeira fase, a caracterização molecular dos isolados de Leishmania foi 
realizada por análise dos perfis de restrição do DNA amplificado, após a sua hidrólise com 
as endonucleases de restrição seleccionadas. De forma a optimizar a restrição enzimática, 
foi determinado o número de unidades de enzima necessárias para digerir os produtos de 
PCR a analisar. Cada reacção de hidrólise foi feita num volume de 20 µl, contendo 10 U da 
endonuclease, 1X tampão de hidrólise específico para cada endonuclease (concentrado 
10X), 6-10 µl do DNA amplificado por PCR e água ultra-pura estéril, até completar o 
volume final. A incubação foi realizada a +37ºC, por três a quatro horas. O tempo de 
incubação foi anteriormente optimizado. 
 Os produtos de hidrólise foram submetidos a electroforese em gel de agarose a 3% 
conforme descrito em 3.2.3.3, tendo-se aplicado 10 µl do produto de restrição previamente 
diluído em solução corante Laranja G. No mesmo gel aplicou-se um marcador molecular de 
50 pb (GEHealthcare, Buckinghamshire, UK), e um controlo negativo (água ultra-pura 
estéril em substituição do DNA amplificado) e uma amostra de produto amplificado não 
hidrolisado, para confirmação de digestão. 
 
3.2.7 Análise da diversidade genética 
 
 Cada padrão de restrição resultante da hidrólise dos produtos do kDNA-PCR pelas 
endonucleases, contribuiu para a determinação de um perfil ou genótipo que foi 
interpretado através de uma análise qualitativa. 
 As bandas no gel foram codificadas como presentes (1) ou ausentes (0). Foi 
construída uma matriz de distância usando o programa RESTDIST, a partir da qual foi 
construido um dendrograma com base no algoritmo de distância genética de Nei e Li (Nei 
& Li, 1979), utilizando o método de agrupamento “Neighbor-Joining” do programa 
NEIGHBOR, ambos pertencentes ao pacote PHYLIP (Phylogeny Inference Package) 
(Felsenstein, 2004). O dendrograma produzido foi efectuado com o programa MEGA 
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versão 4 (Tamura et al., 2007). Os valores de confiança, para os ramos individuais da 
árvore, foram determinados, por análise de “bootstrap” com 100 réplicas. 
Dois produtos de PCR, representativos de cada genótipo encontrado, foram 
aleatoriamente seleccionados para sequênciação de modo a confirmar os locais de hidrólise 
das endonucleases utilizadas. Depois de purificados, os produtos de PCR foram enviados 
para um laboratório comercial (StabVida) onde foram submetidos à reacção de 
sequênciação directa utilizando o “kit” comercial “BigDye v1.1” (Perkin-Elmer, Applied 
Biosystems, Werrington, UK), e analisados num sequenciador automático ABI PRISM 310 
Genetic Analyser (Perkin-Elmer, Applied Biosystems). As sequências de DNA foram 
determinadas em ambos os sentidos com as sequencias iniciadoras MC1 e MC2, e 
produzindo-se uma sequência consenso. As sequências consenso obtidas a partir das 
diferentes amostras, foram alinhadas com o programa Clustal W.  
 
3.2.8 Análise estatística 
 
 A correlação entre os perfis encontrados nas amostras de DNA estudadas, com as 
formas clínicas da doença e o estado imunológico do hospedeiro foi analisada. Os 
resultados foram agrupados e a análise foi efectuada utilizando o teste de Chi-Quadrado 
(χ2) com um intervalo de confiança de 95%, com recurso ao programa “Statistical Package 
for the Social Sciences 13.0” (SPSS®).  
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3.3 Resultados 
 
3.3.1 Produtos de PCR 
 
 Na amplificação do DNA de Leishmania por PCR, utilizando o DNA obtido a partir 
das culturas ou a partir de amostras clínicas do hospedeiro, obtiveram-se produtos de 447 
pb, não se tendo observado bandas inespecíficas (Figura 3.1).  
 
 
 
 
 
Figura 3.1. Electroforese em gel de agarose dos produtos de amplificação por PCR com as 
sequências iniciadoras MC1/ MC2.  
Sequência amplificada a partir de: Linha 1, amostra humana; Linha 2, amostra canina, Linha 
3, controlo negativo (sem DNA); Linha 4, controlo positivo (amostra de cultura de uma 
estirpe de L. infantum). M, marcador de massa molecular de 100 pb. 
 
 
 
 
 
 M    1   2    3    4 
447 pb-  
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3.3.2 Especificidade das sequências iniciadoras 
 
 A reacção de PCR com a utilização das sequências iniciadoras MC1/MC2, na 
análise de sete estirpes portuguesas de L. infantum (MON-1, MON-24 e MON-29), bem 
como estirpes de L. infantum (L. chagasi) do Brasil e L. donovani, originaram o produto de 
amplificação esperado (447 pb), não se tendo observado bandas inespecíficas, à excepção 
de uma amostra de L. donovani MON-18, isolada num doente português, que apresentou 
adicionalmente duas bandas ténues acima do produto esperado (Figura 3.2). Não se 
observou amplificação nas amostras consideradas como controlos negativos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2. Electroforese em gel de agarose dos produtos do PCR com aplicação das sequências 
iniciadoras MC1/MC2 em amostras de DNA de diferentes espécies de Leishmania em cultura, 
outros microrganismos e diferentes amostras clínicas não infectadas.  
Linhas 1-5, L. infantum MON-1; Linha 6, L. infantum MON-24; Linha 7, L. infantum MON-29; 
Linha 8, L. donovani MON-18 (Portugal); Linha 9, L. donovani MON-18 (Etiópia); Linhas 10-12, 
L. infantum (Brasil); Linhas 13-14, L. major; Linha 15, L. tropica; Linha 16, L. braziliensis; Linha 
17, L. guyanensis; Linha 18, Trypanosoma cruzi; Linha 19, T. brucei brucei; Linha 20, Plasmodium 
falciparum; Linha 21, Pneumocystis carinii; Linha 22, Mycobacterium tuberculosis; Linha 23, M. 
avium; Linha 24, sangue de um dador humano saudável; Linha 25, sangue de um doente VIH 
positivo; Linha 26, medula óssea de um cão saudável; Linha 27, baço de uma raposa não infectada; 
Linha 28, baço de um murganho não infectado; (-), sem DNA. M, marcador de massa molecular de 
100 pb. 
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3.3.3 Sensibilidade (Limiar de detecção) das sequências iniciadoras 
 
 De forma a determinar o limite de detecção do PCR com as sequências iniciadoras 
MC1/MC2, e para comparar com outras sequências cinetoplastideais (AJS1/DBY), 
efectuaram-se diluições seriadas de expoente 10, de uma amostra de cultura de L. infantum 
(MCAN/PT/94/IMT205), variando de 104 a um parasita. Detectou-se produto de 
amplificação com os “primers” MC1/ MC2 para todas as diluições, até um parasita (Figura 
3.3.A), mas apenas até 102 parasitas (Figura 3.3.B) com os “primers” AJS1/DBY (produto 
de 805 pb). Os resultados sugerem que os “primers” MC têm uma maior sensibilidade nas 
estirpes L. infantum portuguesas. 
 
 
                 
 
Figura 3.3. Limiar de detecção do DNA cinetoplastideal aplicando as sequências iniciadoras 
MC1/MC2 (A) e AJS1/DB8 (B).  
DNA de: Linha 1, 104 parasitas; Linha 2, 103 parasitas; Linha 3, 102 parasitas; Linha 4, 10 parasitas; 
Linha 5, 1 parasita; (−), controlo negativo (sem DNA). M, marcador de massa molecular de 100 pb. 
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3.3.4 Diversidade genética dos isolados estudados 
 
 Para avaliação da variabilidade genética de L. infantum procedeu-se à amplificação 
do DNA por PCR e posterior restrição enzimática de 161 amostras, 134 portuguesas e 27 de 
outros países. A restrição dos produtos de PCR originou diversos padrões, tendo originado 
de 1 até 4 fragmentos de restrição com cada endonuclease (Quadro 3.8). Nestes padrões 
estão incluídos os fragmentos previstos menores que 40 pb, e que foram confirmados por 
sequenciação. 
 Os padrões de restrição obtidos com PstI, SfcI e XapI revelaram-se monomórficos, 
enquanto que os padrões de restrição obtidos com BglII, Bme1390I, DdeI, HpaII, RsaI e 
VspI foram polimórficos (Figura 3.4). Estas últimas seis endonucleases foram as utilizadas 
para posterior análise. Alguns padrões obtidos diferem pelo número de locais de hidrólise, 
tal como se verifica nos padrões I/II/III de HpaII, enquanto que outros com o mesmo 
número de bandas têm diferentes tamanhos, como é o caso dos padrões II/III de RsaI.  
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                 HpaII             Bme1390I 
 
        
          M     1      2       3       4     5      6      7     8     
 
                (A)           (B) 
Figura 3.4. Exemplo de padrões de restrição obtidos com três das seis endonucleases, em algumas 
das amostras analisadas. A. Endonucleases HpaII e Bme1390I: Linhas 1, 2, 4, 5, 6 e 8, padrão I; 
Linhas 3 e 7, padrão II. B. Padrões de restrição obtidos com a endonuclease BglII: Linhas 7, 9 e 11, 
padrão I; Linhas 1 a 6, 8 e 10, padrão II. M, Marcador de massa molecular de 50 pb. 
 
 
 Efectuou-se uma análise combinada dos segmentos de restrição do kDNA obtidos 
com cada uma das seis enzimas polimórficas. No total foram definidos 16 perfis de 
restrição ou genótipos (A a P), (Quadro 3.9). De forma a confirmar os locais de restrição 
das endonucleases seleccionadas, sequenciaram-se dois produtos de amplificação 
correspondentes a cada genótipo definido. A análise daquelas sequências nucleotídicas 
permitiu identificar, com precisão, a dimensão dos fragmentos de restrição, visualizados em 
gel de agarose, cujos valores foram apresentados anteriormente no Quadro 3.8. 
 
250 bp   → 
M  1   2   3   4   5   6   7   8    9  10  11  12  
250 bp   → 
BglII 
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Quadro 3.9. Perfis de restrição ou genótipos obtidos.
Bgl II Bme1390 I Dde I Hpa II Rsa I Vsp I
A II I II I I I
B I I I I I I
C II I III I I I
D I II I II I I
E I I II I I I
F I I I IV I I
G I I I I II II
H II I I I II II
I II I I I I II
J I I I I III I
K I III I III I I
L I II I II III I
M I III I IV II I
N I I I III I I
O I I I I I II
P I I I I I III
Padrões de restrição originados pelas endonucleasesPerfis/ 
Genótipos
 
  
 
 Foi, ainda, testada a estabilidade dos perfis obtidos com PCR-RFLP de kDNA, 
utilizando quatro pares de estirpes de L. infantum MON-1, contendo, cada par, o isolado 
original (criopreservado) e o mesmo isolado após longos períodos de cultura in vitro (três a 
cinco anos). Em três dos quatro pares não foram observadas diferenças nos padrões de 
hidrólise após longos períodos de passagens in vitro. Num caso detectou-se um genótipo 
diferente (B) ao fim de cerca de cinco anos de passagens de cultura in vitro em relação ao 
genótipo original (A). A distinção entre os dois genótipos foi devida a diferenças nos 
padrões de hidrólise de duas endonucleases (BglII e DdeI), ou seja, relativamente ao 
isolado original, houve perda do local de restrição da enzima BglII e para a enzima DdeI, 
ocorreu alteração na sequência originando um local de corte adicional. 
 Na população portuguesa identificou-se um total de 13 perfis, de A a M (Quadro 
3.10). O perfil A predominou, identificando-se em 69 dos 134 isolados (51,5%), e foi 
exclusivo dos isolados portugueses, assim como outros sete perfis (C, D, H, I, J, L e M) 
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menos frequentes. O perfil B foi o segundo mais frequente, encontrado em 41 dos 134 
(30,6%) isolados provenientes do país. A frequência dos restantes perfis encontrados variou 
de 5,2% (7/134) a 0,7% (1/134). 
 
  
F f (%)
A 69 51,5
B 41 30,6
C 2 1,5
D 5 3,7
E 7 5,2
F 2 1,5
G 1 0,7
H 1 0,7
I 1 0,7
J 1 0,7
K 1 0,7
L 2 1,5
M 1 0,7
Total 134 100
FrequênciasPerfis
Quadro 3.10. Frequência absoluta (F) e relativa (f)
dos diferentes perfis genotípicos encontrados na
população parasitária portuguesa.
 
 
 
 Relativamente à distribuição geográfica dos perfis genotípicos obtidos, a região 
Metropolitana de Lisboa apresentou uma maior diversidade com nove perfis diferentes 
(Quadro 3.11). Na região do Alto Douro identificaram-se cinco perfis, três perfis na região 
do Alentejo e quatro no Algarve. Os dois isolados do vector Ph. ariasi do Alto Douro 
foram identificados com os perfis A e B. A terceira amostra isolada do vector (Ph. 
perniciosus), no Algarve, foi identificada como perfil J. Os quatro isolados de raposas, 
todas provenientes da RML, foram identificados dois como perfil A e dois como perfil B. 
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Alentejo Algarve
A (4) K (1) A (58) F (2) A (7) B (1)
B (9) B (29) G (1) B (2) E (3)
D (3) C (1) L (2) C (1) H (1)
I (1) D (2) M (1) J (1)
E (4)
Quadro 3.11. Distribuição geográfica dos 13 perfis de restrição identificados nas
amostras portuguesas.
Entre parêntesis encontra-se o número de isolados identificados em cada perfil.
Perfis 
Alto Douro RML e Centro
Regiões geográficas
 
 
 
 Nos isolados humanos (Quadro 3.12), foram identificados sete perfis em 18 isolados 
de L. infantum de imunocompetentes e oito perfis em 46 isolados de indivíduos 
imunodeprimidos. Em relação aos dois genótipos mais frequentes, A e B, observou-se uma 
associação estatisticamente significativa com o estado imunitário dos indivíduos, ou seja, 
os doentes imunodeprimidos estão associados ao perfil A e os imunocompetentes ao perfil 
B (p = 0,024). 
 
 
Perfis Imunocompetentes     (n= 18)
Imunodeprimidos         
(n= 46)
A 4 (3LV; 1LC) 28 (25LV; 1LC; 2LVC)
B 9 (7LV; 2LC) 8 (6LV; 1 LC; 1LVC)
C 1 (1LV) 1 (1LV)
D 1 (1LC) 1 (1LV)
E 0 3 (3LV)
F 0 2 (2LVC)
G 0 1 (1LV)
H 1 (1LC) 0
I 1 (1LV) 0
K 1 (1LC) 0
L 0 2 (2LV)
LV, leishmaniose visceral; LC, leishmaniose cutânea; LVC, leishmaniose 
viscero-cutânea.
Quadro 3.12. Distribuição dos perfis de restrição nos isolados
humanos de acordo com o seu estado imunitário. 
Entre parêntesis encontra-se o número de isolados correspondente a cada forma 
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 As 64 amostras portuguesas de isolados humanos incluem amostras correspondentes 
a 16 casos de recidivas relacionadas com 12 doentes imunocomprometidos pela co-infecção 
com o VIH. Destes 12 doentes, 11 apresentaram o mesmo genótipo, quer no primeiro 
episódio, quer nos seguintes. Um doente apresentou um genótipo (B) no primeiro episódio 
e um outro genótipo na recidiva (A), correspondendo este último episódio a uma forma 
viscero-cutânea. Em dois destes 12 doentes a forma clínica evoluiu de LV para LVC, no 
segundo episódio. Num outro doente imunocomprometido a forma clínica evoluiu de LV 
para um quadro semelhante a PKDL, no segundo episódio, apresentando o genótipo A em 
ambos os episódios. 
 No Quadro 3.13 encontra-se a distribuição dos perfis genotípicos do grupo de 
amostras provenientes de outros países da bacia mediterrânica, de África Oriental e Brasil. 
Neste grupo de amostras há que realçar a inexistência do perfil A, o mais frequente (51,4%) 
nas amostras portuguesas. Cerca de metade dos genótipos encontrados em Portugal foram 
identificados noutros países, ao contrário do genótipo A, que é o mais frequente e exclusivo 
em Portugal. 
 
 
Espanha França Grécia Malta Sudão Etiópia Brasil
Perfis B (3) K (2) B (3) O (1) G (2) G (3) B (7)
N (2) F (1) P (2) E (1)
Dentro de parêntesis encontra-se o número de isolados identificados com cada perfil.
Quadro 3.13. Distribuição geográfica dos perfis de restrição identificados nas amostras de outros
países.
Países
 
  
 
Quanto à distribuição dos diferentes genótipos relativamente aos zimodemes 
identificados, verificou-se que o zimodeme MON-1, o mais comum, se dividiu em 12 perfis 
diferentes com predominância dos perfis A e B (Quadro 3.14). O genótipo H observou-se 
apenas num isolado de L. infantum MON-29 e o F em outros dois MON-29 e num isolado 
MON-11 de França. O genótipo N apenas foi identificado em duas amostras caninas de 
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MON-1 provenientes de Espanha e o genótipo O numa amostra humana MON-78 de Malta. 
Três amostras da Grécia apresentaram também um genótipo exclusivo (P), duas 
pertencentes ao zimodeme MON-1 (uma humana e uma canina) e outra ao zimodeme 
MON-98 (humana); duas outras estirpes gregas, uma MON-1 e outra MON-98, 
apresentaram genótipo B. Todas as amostras proveniente do Brasil, com excepção de uma 
que apresentou o perfil E, apresentaram o perfil B, sendo este o segundo mais frequente em 
Portugal e também encontrado em Espanha e na Grécia. Todas as estirpes africanas de L. 
donovani (zimodemes MON-30, MON-31, MON-81, MON-82 and MON-18), bem como 
uma estirpe portuguesa zimodeme MON-24, apresentaram o mesmo perfil (G). 
 As três estirpes portuguesas MON-1 isoladas a partir do vector apresentaram 
genótipos diferentes: J, isolado de Ph. perniciosus, e A e B isolado a partir de Ph. ariasi do 
Alto Douro. 
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A (65)
B (39)
C (1)
D (4)
E (7)
I (1)
J (1)
L (2)
M (1)
B (3)
N (2)
França K (2)
B (1)
P (2)
B (7)
E (1)
MON-11 França F (1)
MON-18 Etiópia G (1)
MON-24 Portugal G (1)
F (2)
H (1)
MON-30 Sudão G (1)
MON-31 Sudão G (1)
MON-78 Malta O (1)
MON-81 Sudão G (1)
MON-82 Etiópia G (1)
B (1)
P (1)
Espanha
Grécia
Entre parêntesis encontra-se o número de isolados identificados com 
cada perfil.
Quadro 3.14. Distribuição dos perfis de restrição e países 
de origem, de acordo com os zimodemes dos isolados.
Perfis genotípicos
MON-29 Portugal
MON-98 Grécia
Brasil
MON-1
Zimodemes Origem geográfica
Portugal
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Figura 3.5. Dendrograma (“Neighbor-joining”) com base nas distâncias genéticas derivadas dos 
resultados de kDNA-PCR-RFLP (genótipos) de todas as amostras. 
Junto a cada genótipo encontra-se o número de amostras humanas (H), caninas (C), raposa (R) e 
flebótomos (F). *, P. ariasi; **, P. perniciosus. 
 
Portugal 
Malta  
Grécia 
Etiópia 
Sudão 
1 H
1 H
6 H
1 H
1 C
2 H
1 F*
3 H
2 C
2 H
3 C
3 H
2 C
2 H
1 H
4 H
4 C
25 H
23 C
1 F
2 R
32 H
34 C
1 F**
2 R
Grupo I 
Grupo II 
Grupo III 
Portugal 
Brasil 
Portugal  
Espanha 
França 
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 Da análise numérica das distâncias genéticas obtidas com os resultados do método 
kDNA-PCR-RFLP, construiu-se um dendrograma sem raíz (Figura 3.5). A análise de 
“bootstrap” não foi apresentada, uma vez que os valores se revelaram inferiores a 70%. 
Como se pode observar, os isolados de L. infantum ficaram divididos em três grandes 
agrupamentos, com o genótipo B, um dos mais frequentes nas amostras portuguesas, 
situado na base dos três grupos. O agrupamento I é formado pelos genótipos E, A, C e I 
que, à excepção de uma amostra brasileira (no genótipo E), apenas foram identificados em 
Portugal e todos tipados como MON-1. No agrupamento II, encontra-se o genótipo G, no 
qual estão incluídas as estirpes de L. donovani s.l. provenientes de África Oriental bem 
como uma estirpe portuguesa MON-24 e outros genótipos de amostras predominantemente 
não-MON-1, tais como: o genótipo H, correspondente a uma estirpe portuguesa MON-29 
(considerada como dermotrópica), o genótipo O, encontrado na estirpe dermotrópica de 
Malta MON-78 e o genótipo P que inclui uma estirpe grega MON-98. O agrupamento III é 
mais diverso, com sete genótipos diferentes, e inclui apenas estirpes europeias, 
essencialmente MON-1.  
A estirpe portuguesa que foi identificada por MLEE e MLST como híbrido de L. 
infantum/L. major (H7), foi, neste estudo, identificada com o genótipo B. As amostras 
portuguesas correspondentes a duas novas variantes isoenzimáticas de zimodemes, foram 
identificadas com o genótipo B e C.  
 
 
3.4 Discussão 
 
 Neste trabalho foi avaliada a aplicação da reacção de PCR com sequências 
iniciadoras, MC1 e MC2, que foram seleccionadas tendo como alvo molecular uma 
sequência de DNA cinetoplastideal de L. infantum s.l., para diagnóstico e genotipagem. Foi 
determinada a sua especificidade e sensibilidade para uso em diagnóstico. Foi igualmente 
validada a estabilidade do marcador molecular, DNA cinetoplastideal. Os produtos de PCR 
resultantes das amostras dos casos de infecção por Leishmania em humanos, caninos e 
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vectores isoladas em Portugal, foram avaliados em relação à existência de diversidade 
genética, aplicando a técnica de RFLP.  
 Verificou-se que as sequências iniciadoras MC1 e MC2 apresentaram uma elevada 
especificidade, uma vez que a PCR aplicada a outros microorganismos e hospedeiros não 
infectados e com estirpes do complexo L. donovani, não amplificou o DNA (Cortes et al., 
2004). Alguns dos microorganismos testados, nomeadamente P. carinii, M. tuberculosis e 
M. avium são frequentemente causadores de infecções concomitantes em doentes 
imunocomprometidos infectados com Leishmania (WHO, 2000), daí a particular 
importância do grau de especificidade das sequências iniciadoras no diagnóstico da 
leishmaniose, nomeadamente em doentes infectados com o VIH. De igual modo é relevante 
a elevada especificidade das sequências iniciadoras no diagnóstico de leishmaniose em 
doentes que vivem em regiões geográficas onde outras parasitoses são endémicas, podendo 
ocorrer infecções mistas, tais como os casos descritos de leismaniose associada a malária 
ou a doença de Chagas em países da América do Sul (Sah et al., 2002; Silva et al., 2001). 
Esta última associação é particularmente importante, uma vez que existe uma proximidade 
filogenética dos parasitas T. cruzi e Leishmania (Van Eys et al., 1992). Os resultados 
apresentados provam também que as sequências iniciadoras MC1/MC2 são específicas para 
L. donovani s.l. do Velho e Novo Mundo. 
Neste trabalho, comparativamente aos resultados obtidos com o par de “primers” 
AJS1/DB8 (Smyth et al., 1992), os “primers” MC1/MC2 mostraram uma sensibilidade 
mais elevada, com um limite de detecção superior. Outros autores, utilizando o par das 
sequências iniciadoras AJS1/DB8 observaram uma elevada sensibilidade na detecção de L. 
donovani, no diagnóstico da LV em doentes do sub-continente indiano (Smyth et al., 1992). 
Contudo, no nosso estudo não foi feita a comparação entre os pares de “primers” e as duas 
populações. Verificou-se com os “primers” AJS1/DB8 a existência de bandas inexpecíficas, 
revelando baixa especificidade, no que se refere à amplificação de outras espécies de 
Leishmania (dados não apresentados). 
 O kDNA tem sido extensivamente aplicado como alvo molecular quer no 
diagnóstico, quer na identificação e genotipagem de diferentes espécies de Leishmania 
(Noyes et al., 1998; Berzunza-Cruz et al., 2000; Ferroglio et al., 2006).  
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A estabilidade do kDNA como marcador molecular, foi testada com o método PCR-
RFLP, utilizando quatro pares de isolados originais e após longos períodos de cultura in 
vitro. Três destes pares mostraram o mesmo genótipo, mostrando uma relativa estabilidade 
do kDNA. Num par observou-se um perfil diferente entre o primeiro isolado e o segundo, 
que foi sujeito a cerca de 5 anos de passagens em cultura in vitro, indicando que, 
provavelmente, esta estirpe poderá ter sofrido mutações na sequência de kDNA ou 
alterações na frequência das várias classes de minicírculos existentes. Estas mudanças 
poderão ser devidas a pressões causadas por longos períodos de culturas. Alguns autores 
provaram que o genoma cinetoplastideal pode mudar, em termos de frequência das classes 
de minicírculos, quando sujeito à exposição de fármacos in vitro (Lee et al., 1993). 
Adicionalmente a existência de heterogeneidade das sequências de kDNA em diferentes 
estirpes da mesma espécie tem sido reportada por diversos autores (Noyes et al., 1998). Por 
outro lado, evidências relativamente recentes mostraram que locais de restrição utilizados 
numa análise de PCR-RFLP das principais classes de minicírculos são conservados durante 
um considerável período de tempo, isto é de 2 a 3 anos (Lambson et al., 2000). No nosso 
estudo a estirpe tinha sido sujeita a culturas sucessivas por um período de cinco anos. 
 Neste estudo verificou-se uma considerável estabilidade nos minicírculos de 
isolados sequenciais, antes e após tratamento. Os resultados obtidos na análise do DNA de 
estirpes isoladas em 12 doentes imunodeprimidos com várias recidivas, revelando o mesmo 
perfil nos vários episódios em 11 deles, sugerem que as recidivas poderão corresponder a 
recaídas conforme sugerido por Morales et al., (2002). No entanto, há que ter em 
consideração que nos vários episódios, os dois genótipos mais encontrados foram os mais 
frequentes (A e B), havendo uma probabilidade elevada de que, no caso de haver uma re-
infecção, o parasita isolado possua também genótipo A ou B. Nestes indivíduos 
imunocomprometidos e dependentes de drogas endovenosas, aumenta o risco de re-
infecções, uma vez que estes têm, por hábito, a partilha de seringas que funcionam como 
um substituto mecânico do vector natural (o flebótomo), servindo de reservatório também 
no ciclo natural antroponótico (Cruz et al., 2002). No entanto, não poderá ser descartada a 
hipótese de o indivíduo ter tido uma primeira infecção por uma população mista (ou 
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parasitas com diferentes frequências nos minicírculos) e que um genótipo menos frequente 
se tenha tornado dominante após a selecção provocada pelo tratamento. 
 Neste estudo, avaliou-se a diversidade genética de isolados portugueses de L. 
infantum, aplicando a técnica de PCR-RFLP numa sequência de kDNA. Combinando os 
diferentes padrões de restrição obtidos nas amostras da população parasitária de L. infantum 
em Portugal, observou-se um número relativamente alto de genótipos (13). Não se 
observou qualquer associação entre isolados dos diferentes focos endémicos ou do 
hospedeiro. Nos genótipos mais frequentes (A e B) estavam incluidas amostras das 
diferentes regiões do país e dos diferentes hospedeiros e vector. No entanto, foi possível 
observar uma associação dos dois perfis genotípicos mais frequentes com o estado 
imunitário dos doentes: o perfil genotípico A correlacionou-se com os doentes 
imunocomprometidos co-infectados com VIH e o perfil B associado aos doentes 
imunocompetentes. Há que notar que a maioria das amostras que originaram o perfil A, 
eram provenientes da região de Lisboa e de indivíduos infectados pelo VIH, dependentes 
de drogas endovenosas, residentes em comunidades fechadas da cidade de Lisboa. Este 
facto poderá sugerir que as estirpes circulantes nos indivíduos VIH positivos podem ter 
sofrido um efeito fundador ou mesmo expansão clonal, ou seja, poderá ter ocorrido a 
propagação de um número reduzido de clones, com um determinado genótipo nesta 
comunidade. Contudo, esta hipótese terá que ser testada com um estudo mais alargado. 
 Observou-se também, uma diversidade de genótipos no zimodeme MON-1. Esta 
diversidade foi igualmente observada por outros autores utilizando para além do kDNA 
outros marcadores moleculares, nomeadamente regiões inter e intra-génicas da proteinase B 
cisteína (CPB) e regiões de microssatélites (Hide et al., 2001; Botilde et al., 2006; Kuhls et 
al., em publicação).  
 Os genótipos do agrupamento ou grupo I (A, E, C e I) foram apenas identificados na 
população portuguesa, à excepção de uma amostra proveniente do Brasil. Este facto poderá 
levantar a hipótese de que estes genótipos tenham evoluído em Portugal continental.  
O grupo II inclui estirpes de outros países, predominantemente não-MON-1, 
nomeadamente estirpes de L. infantum MON-98 e MON-78 de Grécia e Malta, 
respectivamente, e isolados provenientes da África Oriental que, apesar de pertencerem a 
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diferentes espécies e zimodemes (L. infantum MON-81, L. donovani MON-18, MON-30 e 
MON-31 e L. archibaldi MON-82) (Pratlong et al., 2001), revelaram todos o mesmo perfil 
G, tendo também sido considerado como grupo externo (“outgroup”) na análise filogenética 
(Cortes et al., 2006). Este facto vem corroborar outros estudos que identificaram as estirpes 
africanas da Etiópia e Sudão como um grupo genético único. Segundo os autores daqueles 
estudos, as estirpes de África Oriental devem ser classificadas como L. donovani, uma vez 
que apresentam características moleculares comuns (Maurício et al., 2001, 2006; 
Zemanova et al., 2004; Khuls et al., 2005; Haralambous et al., 2007).  
 Uma estirpe L. infantum MON-24, isolada a partir de um indivíduo imunodeprimido 
foi identificada com o mesmo genótipo das estirpes africanas. Esta observação vem ao 
encontro de outro estudo em que se observou que as estirpes do zimodeme MON-24 
formam duas populações distintas. Haralambous et al. (2007) verificaram que estirpes 
MON-24 provenientes da Argélia e de Portugal se enquadram num mesmo agrupamento 
juntamente com estirpes MON-1 e a outra população num agrupamento diferente com 
estirpes de L. donovani s.l. africanas. Noutro estudo com a aplicação de PCR-RFLP e 
utilizando como marcador molecular o gene da glicoproteína de 63 kDa (gp63), foi 
observado que cinco estirpes de MON-24 da Argélia se agruparam com estirpes de L. 
donovani africanas e outras duas, provenientes de Espanha e Argélia, se agruparam com 
estirpes MON-1 (Guerbouj et al., 2001). O zimodeme MON-24 tem sido considerado um 
zimodeme dermotrópico no entanto, já foram descritos casos de LV em doentes 
imunocomprometidos (Alvar, 1990; Campino et al., 1995; Pratlong et al., 1995) e em 
crianças imunocompetentes (Benikhlef et al., 2001). Este zimodeme já foi encontrado 
também no vector, nomeadamente em Ph. ariasi em Portugal e em Ph. ariasi e Ph. 
perniciosus em Espanha (Pires et al., 1991; Martin-Sanchez et al., 2004). Apesar de a 
descoberta de cães infectados com este zimodeme no norte de África, em Argélia e 
Marrocos (Benikhlef et al., 2001; Haralambous et al., 2007), não se pode inferir que o cão 
seja o reservatório deste zimodeme, ou apenas um hospedeiro acidental. O facto de a estirpe 
portuguesa MON-24 se encontrar no mesmo agrupamento das estirpes africanas poderá ser 
explicado por esta estirpe ter sido isolada de um indivíduo consumidor de drogas 
endovenosas, e tenha sido importada de outro país, ou que o genótipo resulte de 
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recombinação genética com L. donovani. Os genomas mosaico já foram reportados no 
complexo L. donovani (Maurício et al., 2006).  
O grupo III apresenta maior heterogeneidade (diversos ramos), apesar de incluir 
uma amostra L. infantum MON-29 portuguesa e uma MON-11 de França, que tem sido 
referida por outros autores como sendo geneticamente distante das restantes L. infantum 
(Zemanova et al., 2004), este agrupamento é predominantemente composto por amostras de 
L. infantum MON-1 de Portugal, Espanha e França. Poder-se-á sugerir que estes perfis, de 
casos isolados no nosso país, tivessem evoluído fora de Portugal e introduzidos 
posteriormente no país. Para que estas hipóteses possam ser validadas há que realizar o 
estudo num número de amostras portuguesas muito mais abrangente e de outros países da 
bacia mediterrânica. 
 A presença do genótipo B (um dos mais frequentes na população portuguesa, a 
seguir ao A) na maioria das amostras provenientes do Brasil, vem reforçar a evidência de 
que L. infantum do Velho Mundo e do Novo Mundo são a mesma entidade como 
anteriormente referido. No entanto, apesar do número de amostras provenientes do Brasil 
ser reduzido, há que referir a ausência do perfil A o que poderá indicar que a população 
parasitária de Leishmania de Portugal não estará na origem de L. chagasi ou a expansão 
clonal que deu origem ao genótipo A terá sido muito recente. 
 No presente estudo foi igualmente observado que quase todas as estirpes de L. 
infantum consideradas dermotrópicas possuem genótipos filogeneticamente próximos 
(perfis genotípicos H, O e G). Esta observação foi similar à verificada por Angelici et al. 
(1989) que, aplicando kDNA-RFLP, a 29 estirpes, mostraram que estirpes dermotrópicas de 
L. infantum eram geneticamente divergentes das viscerotrópicas.  
A estirpe híbrida L. infantum/ L. major apresentou um dos genótipos (B) mais 
comuns à maioria dos isolados portugueses de L. infantum MON-1. Como anteriormente 
referido por Ravel et al. (2006), esta mesma estirpe apresenta os dois genomas, de L. 
infantum e L. major. Uma vez que as sequências iniciadoras MC1/MC2 não amplificam L. 
major, poder-se-á concluir que foi determinado apenas uma sequência do genoma de L. 
infantum.  
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 Três genótipos diferentes foram identificados nas amostras provenientes de três 
flebótomos, dois de Ph. ariasi e um de Ph. perniciosus. Dois dos genótipos identificados 
são os mais frequentes em Portugal, A e B, também encontrados tanto em humanos como 
em cães, na região do Alto Douro, confirmando-se o ciclo de transmissão pelo menos 
naquele foco, relativamente a estes genótipos, tal como anteriormente observado em 
relação a L. infantum zimodeme MON-1 (Campino et al., 2006).  
Todos os resultados apresentados sugerem que Portugal, considerado até agora 
homogéneo ou pouco variável no que respeita aos zimodemes de Leishmania responsáveis 
pela leishmaniose, quer visceral, quer cutânea, apresenta, na realidade, uma maior 
diversidade, que vem sendo demonstrada com a aplicação e avanço das metodologias 
moleculares, nomeadamente com a utilização do PCR-RFLP. 
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4. Caracterização molecular de Leishmania por análise de 
microssatélites 
 
 
4.1 Introdução 
 
 Presentemente encontra-se descrito um elevado número de métodos moleculares 
para a caracterização de Leishmania desde o género até ao nível da estirpe, com a utilização 
de diferentes sequências do DNA parasitário como marcadores. Diversos estudos 
moleculares têm documentado a existência de variabilidade intra-específica em diferentes 
espécies de Leishmania (Schönian et al., 1996; Cupolillo et al., 1995; Maurício et al., 
2001). Ao contrário de L. donovani e L. tropica, que apresentam elevados polimorfismos 
genéticos e enzimáticos (Lewin et al., 2002; Schönian et al., 2001), L. infantum é uma 
espécie relativamente uniforme, em que mais de 80% das estirpes isoladas pertencem a um 
zimodeme predominante, o MON-1 (Pratlong et al., 1995, 2004; Campino et al., 2006). A 
técnica de electroforese enzimática multilocus (MLEE), que é considerada como a técnica 
de referência na diferenciação das estirpes, diferencia grupos de populações de Leishmania 
com o mesmo perfil enzimático, mas não permite uma diferenciação dentro do mesmo. 
Para além disso, como referido anteriormente (Capítulo 1.7), a MLEE apresenta uma série 
de desvantagens no que respeita à execução da técnica. Em alternativa têm sido aplicados 
diferentes métodos e alvos moleculares, com maior ou menor poder discriminatório, para 
discriminação entre espécies e/ou estirpes, tais como polimorfismos de tamanho de 
fragmentos de restrição (RFLP) de kDNA, de genes que codificam para proteínas 
antigénicas (Chicharro et al., 2003; Quispe-Tintaya et al., 2004), DNA polimórfico 
amplificado aleatoriamente (RAPD) (Hide et al., 2001; Zemanová et al., 2004) e 
cariotipagem molecular (Gerbouj et al., 2001). 
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 Apesar de estarem disponíveis vários métodos moleculares para a caracterização de 
Leishmania, há falta de estandardização, e a maioria não se aplica ao estudo da genética de 
populações, nomeadamente heterozigotia e recombinação (Schönian et al., 2008).  
 Assim, existe presentemente a necessidade de se desenvolverem metodologias 
aplicadas à avaliação da heterogeneidade dos parasitas Leishmania, e de um modo especial 
L. infantum, que possibilitem uma análise mais discriminatória das populações de 
Leishmania.  
 Os microssatélites, sequências de DNA bastante abundantes no genoma de 
Leishmania, têm-se revelado ferramentas moleculares bastante promissoras. Apesar de não 
existirem muitos estudos, a análise de polimorfismos de fragmentos de DNA em regiões 
que contenham microssatélites, através da técnica de tipagem de microssatélites multilocus 
(MLMT), tornou-se uma ferramenta importante para diferenciação intra-específica dos 
parasitas Leishmania, e um excelente método de estudos epidemiológicos, bem como de 
estudos de genética de populações (Kuhls et al., 2005, 2007; Ochsenreither et al., 2006).  
 Os microssatélites são sequências de pequeno tamanho, compostas por um a seis 
pares de bases, repetidas sucessivamente. Encontram-se quer nos genomas procariotas quer 
nos eucariotas, sendo ubíquos nestes últimos, tanto em regiões codificantes como em não 
codificantes, embora sejam menos frequentes nas primeiras (Tóth et al., 2000). São 
altamente polimórficos, com um relógio molecular rápido em que a sua taxa de mutação é 
cinco a seis vezes maior que o restante DNA. Os loci de microssatélites apresentam uma 
grande variabilidade devido a alterações no número das repetições resultantes num 
mecanismo designado por deslizamento (“slipage”) do DNA, um erro que ocorre durante a 
replicação do DNA, com adição ou remoção de unidades de repetição. A variação de 
comprimento de loci individuais pode ser facilmente identificada por diferentes 
metodologias, após amplificação por PCR com sequências iniciadoras que se ligam às 
regiões dos flancos, sendo necessárias quantidades muito pequenas de DNA. Os resultados 
são igualmente reprodutíveis e comparáveis entre laboratórios (Schwenkenbecher et al., 
2004; Ochsenreither et al., 2006). Os microssatélites são marcadores neutros, ou seja, não 
estão sujeitos a selecção natural, e são codominantes, em que os loci heterozigóticos 
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conseguem distinguir-se dos homozigóticos. Por outro lado, a homoplasia deste marcadores 
pode subestimar a divergência genética.  
 Devido à elevada mutação nos locais de ligação das sequências iniciadoras, nas 
regiões que flanqueiam os microssatélites, e as repetições não serem conservadas entre 
diferentes espécies de Leishmania (Jamjoom et al., 2002, Schwenkenbecher et al., 2004), 
há que desenvolver um painel de 10 a 20 marcadores de microssatélites para quase todas as 
espécies de Leishmania (Jamjoom et al., 2002), de forma a conseguir-se uma maior 
distinção entre as estirpes. Consequentemente este facto poderá levar a um considerável 
aumento do tempo de execução e custo monetário dos ensaios com microssatélites (Botilde 
et al., 2006). 
 Nos últimos cinco anos têm sido desenvolvidos painéis de microssatélites para 
aplicação em diferentes espécies do género Leishmania, nomeadamente três loci de 
microssatélites para análise da variação em Leishmania do sub-género Viannia (Russel et 
al., 1999), 13 loci para L. major (Jamjoom et al., 2002), 16 para L. tropica 
(Schwenkenbecher et al., 2004), 20 para L. donovani (Jamjoom et al., 2002a), 15 loci para 
o complexo L. donovani (Kuhls et al., 2007), 10 loci identificados no genoma de L. 
infantum (Bulle et al., 2002) e 14 microssatélites para diferenciação entre populações de L. 
infantum MON-1 (Kuhls et al., em publicação).  
 A análise do tamanho das sequências de microssatélites pode ser feita através de 
várias metodologias. Ochsenreither et al., (2006) utilizaram três métodos diferentes para 
análise dos microssatélites: i) electroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), ii) 
electroforese em gel de agarose de elevada resolução Metaphor® e iii) análise de 
fragmentos por metodologia fluorescente num sequenciador capilar automático, tendo-se os 
três métodos revelado adequados para a detecção de variações no tamanho de fragmentos. 
 O objectivo do presente estudo foi o de avaliar a diversidade genética de L. 
infantum de diferentes isolados provenientes do hospedeiro humano, reservatório e vector 
de diferentes regiões de Portugal, bem como de outros isolados de L. infantum proveniente 
de diferentes regiões da bacia mediterrânica, África Oriental e Brasil, pela técnica de 
análise de microssatélites, isto é, através da variação de tamanho das sequências de 
microssatélites. Posteriormente fez-se a correlação entre os padrões de microssatélites e a 
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especificidade do hospedeiro, forma clínica da doença e estado imunitário do hospedeiro 
humano. 
 
 
4.2 Material e métodos 
 
4.2.1 População estudada  
  
 Neste estudo foi analisado um total de 154 amostras de DNA de estirpes de 
Leishmania, 128 provenientes de diferentes regiões geográficas de Portugal (região do Alto 
Douro, região Centro, região Metropolitana de Lisboa (RML), Alentejo e Algarve), 
isoladas em casos de infecções humanas, caninas, em raposas e no vector. Estudaram-se 
paralelamente 26 amostras provenientes de casos de leishmaniose de outros países da bacia 
mediterrânica, de África Oriental e do Brasil. Estas amostras foram também analisadas por 
kDNA-PCR-RFLP (Capítulo 3). 
 Das amostras portuguesas, 60 foram isoladas a partir do hospedeiro humano 
(Apêndice 1). Do total das 60, 48 foram identificadas por MLEE como L. infantum MON-
1, três como MON-29, uma como MON-24, duas como uma nova variante não identificada 
anteriormente, e duas como híbrido de L. infantum/L. major. Em quatro amostras a tipagem 
enzimática não foi efectuada. Neste grupo estão incluídos 49 casos de LV, seis de LC e 
cinco de LVC. Estas amostras são provenientes quer de doentes imunocompetentes quer de 
imunodeprimidos (dos quais 13 apresentaram recidivas), das diferentes regiões geográficas 
do país: 13 do Alto Douro, 39 da RML, dois da região Centro, dois do Alentejo, que 
correspondem às duas novas variantes enzimáticas, e quatro do Algarve.  
 Relativamente à LCan foram estudadas 59 amostras (Apêndice 2), provenientes da 
região do Alto Douro (3), RML (47), Alentejo (6) e Algarve (3). À excepção de duas 
amostras provenientes do Algarve, todas as outras foram também analisadas no capítulo 3. 
Todas as amostras foram tipadas como L. infantum MON-1.  
 Foram igualmente estudadas quatro estirpes de L. infantum MON-1 isoladas em 
raposas da RML e três isoladas a partir do vector, duas provenientes do Alto Douro e uma 
4 - Caracterização molecular por microssatélites 
 93
do Algarve, já referidos nos sub-capítulos 3.2.1.2 e 3.2.1.3. Adicionalmente, neste capítulo, 
estudaram-se dois isolados em flebótomos, também provenientes do Alto Douro, que foram 
tipados por MLEE como L. infantum MON-24. 
  
 Adicionalmente foram caracterizadas 26 amostras de DNA de Leishmania de países 
da bacia mediterrânica (cinco de Espanha, três de França, cinco da Grécia e uma de Malta), 
de África (três da Etiópia e duas do Sudão) e sete do Brasil, identificadas por tipagem 
isoenzimática como L. infantum e L. donovani, tal como descritas no Quadro 6 do sub-
capítulo 3.2.1.4. 
 À excepção das amostras do Brasil e da Grécia, as restantes 15, foram consideradas 
como amostras-referência na análise electroforética, uma vez que já era conhecido o 
tamanho dos alelos dos microssatélites estudados, por clonagem e sequênciação prévia 
(Ochsenrither et al., 2006)1. 
 Para testar a estabilidade dos microssatélites, utilizaram-se quatro pares de estirpes 
de L. infantum MON-1 (IMT 151, IMT 163, IMT 184 e IMT 205), correspondendo, em 
cada par, ao isolado original e após longos períodos de cultura in vitro (de três a cinco anos) 
ou passagem por animal.  
 Avaliou-se a caracterização genética de L. infantum com a aplicação directa dos 
marcadores em amostras biológicas humanas e caninas, sem a necessidade de isolar os 
parasitas em cultura, utilizando-se duas amostras de medula óssea e duas amostras de pele 
de doentes com LV e LC confirmadas, respectivamente, bem como três amostras de sangue 
periférico de dadores portugueses. A amplificação das sequências dos microssatélites foi 
igualmente testada em cinco amostras biológicas caninas, de medula óssea e fígado de cães 
portugueses, que tinham comprovadamente LCan2, três sintomáticos e dois assintomáticos. 
Paralelamente utilizaram-se amostras de medula óssea e fígado de dois cães não 
infectados3. 
                                                 
1 Clonagem e sequênciação efectuadas pelo grupo da Doutora Gabriele Schönian, no “Laboratory of 
Molecular Parasitology, Institut fur Mikrobiologie und Hygiene, Charité Universitätsmedizin”, Berlim, 
Alemanha. 
2 Cães diagnosticados no âmbito do inquérito epidemiológico canino apresentado no Capítulo 2. 
3 Cães sem sinais clínicos de doença e negativos em três técnicas de diagnóstico: PCR, IFI e CIE. 
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4.2.2 Avaliação da especificidade das sequências iniciadoras dos loci  
 
 Avaliou-se a especificidade dos microssatélites seleccionados, utilizando um grupo 
de amostras de DNA, de diferentes espécies de Leishmania e de outros parasitas 
protozoários: L. aethiopica, L. tropica, L. major, L. guyanensis, L. braziliensis, Plasmodium 
falciparum, Trypanosoma cruzi, Pneumocystis carinii e Cryptosporidium sp. O DNA dos 
três últimos protozoários foi extraído a partir de tecidos infectados com estes parasita, 
enquanto que no caso dos outros foi a partir de culturas in vitro. 
 
4.2.3 Extracção do DNA 
 
 A extracção de DNA a partir das amostras clínicas (aspirado de medula óssea, de 
gânglio linfático ou biópsia de pele) ou cultura de Leishmania, foi realizada com o “kit” 
comercial “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche), como referido 
anteriormente (sub-capítulo 3.2.2). O DNA extraído foi conservado a -20ºC até posterior 
utilização. 
 
4.2.4 Amplificação do DNA 
 
 Amplificou-se por PCR 13 loci (ou marcadores) contendo microssatélites, 
polimórficos para L. infantum, e analisou-se o tamanho dos fragmentos amplificados. No 
Quadro 4.1 encontram-se detalhadas as sequências iniciadoras utilizadas para os 13 loci.  
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 As condições de PCR utilizadas foram optimizadas no “Laboratory of Molecular 
Parasitology, Institut fur Mikrobiologie und Hygiene”, Berlim (Ochsenrither et al., 2006). 
As reacções de amplificação foram efectuadas num volume de 50 µl contendo 1X tampão 
de reacção (160 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris-HCl [pH 8,8], 0,1% Tween-20) (Bioline), 
1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de uma mistura dos desoxirribonucleótidos dATP, dCTP, dGTP 
e dTTP (Bioline), 1 U de Taq DNA Polymerase (Bioline) e concentração de sequências 
iniciadoras consoante o locus analisado: 10 pmol de cada um dos oligonucleótidos 
iniciadores dos marcadores B, C, E, F, G, O, P, Q, R, kLIST7031 e kLIST7039; 25 pmol de 
cada um dos oligonucleótidos iniciadores do marcador Lm2; 15 pmol de cada um dos 
oligonucleótidos iniciadores do marcador Lm4 (Thermo). Nas reacções de PCR em que os 
produtos de amplificação se destinaram à análise por fluorescência, a sequência iniciadora 
“forward” de cada marcador foi sintetizada com um fluorocromo incorporado na 
extremidade 5’, para a utilização no aparelho CEQ 8000 (Beckman Coulter, Fullerton, 
USA). Em cada reacção de amplificação utilizou-se 10-30 ng de DNA genómico e água 
ultra-pura estéril, para completar o volume final. 
 A amplificação foi realizada num termociclador “Px2 Thermal Cycler” (Thermo). 
Depois de uma desnaturação inicial de cinco minutos a 95ºC, seguiram-se 35 ciclos de 30 
segundos a 95ºC, 30 segundos a uma temperatura de ligação que variou segundo os vários 
marcadores (Quadro 4.1), um minuto a 72ºC e uma extensão final de dez minutos a 72ºC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 - Caracterização molecular por microssatélites 
 97
 
 
Lm2 53
Lm4 54
B 50
C 50
E 52
F 52
G 54
O 50
P 50
Q 50
R 50
kLIST7031 58
kLIST7039 58
Temperatura de ligação das 
sequências iniciadoras (ºC)
Quadro 4.2. Temperaturas de ligação das sequências
iniciadoras.
Marcador
 
 
 Os fragmentos amplificados foram visualizados, por electroforese em gel de agarose 
a 1,5% em tampão TAE com brometo de etídio incorporado, conforme descrito em 3.2.3.3, 
utilizando-se paralelamente um marcador de massa molecular de 50 pb (GHealth). 
 
 Parte do estudo apresentado neste capítulo foi parcialmente realizado durante o 
estágio efectuado no “Laboratory of Molecular Parasitology”, Berlim, sob a 
responsabilidade da Doutora G. Schönian e com a colaboração da Doutora K. Kuhls, em 
particular a amplificação e análise por electroforese capilar, de 59 amostras do grupo da 
população portuguesa. 
 
4.2.5 Análise da variação do tamanho dos loci de microssatélites 
 
 A análise da variação das sequências de DNA dos loci de microssatélites foi 
efectuada por electroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), no caso dos fragmentos de 
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maiores dimensões (superiores a 100 pb) ou gel de agarose “Metaphor®” (Cambrex), no 
caso dos fragmentos menores que 100 pb.  
 
4.2.5.1 Electroforese em gel de poliacrilamida  
 A técnica de electroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) tem a vantagem de ter 
um elevado poder de resolução, podendo separar moléculas de DNA cujo tamanho difere 
de 0.1% (ou seja, 1 pb em 1000bp), para além de que o DNA recuperado a partir destes géis 
é extremamente puro e pode ser utilizado posteriormente para outros fins. 
 O protocolo de PAGE foi efectuado de acordo com Sambrook et al., (1989). As 
placas de vidro do sistema de electroforese vertical (Biometra, Göttingen, Alemanha) foram 
previamente lavadas com água destilada e em seguida com etanol absoluto (96%). Uma das 
superfícies das placas de vidro foi impregnada de “Sigmacote” (Sigma). Após montagem 
do sistema de electroforese, preparou-se um volume total de gel de poliacrilamida a 12% 
com aproximadamente 150 ml, contendo 45 ml de Acrilamida:bis acrilamida (29:1), 15 ml 
de tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) concentrado 10X, 90 ml de água destilada, 750 µl de 
Persulfato de amónio (APS) a 10% e 75 µl de Tetrametiletilenodiamina (TEMED). Após 
30 a 60 minutos de polimerização colocou-se o gel (350x450x0,4 mm) no sistema de 
electroforese vertical em tampão TBE 1X. Aplicou-se nos poços 15µl de produto de PCR 
de cada amostra, previamente diluída (5:1) em tampão de aplicação III 6X [0,25% (p/v) de 
azul de bromofenol (Sigma), 0,25% (p/v) de xileno-cianol (Sigma) e 30% (p/v) de glicerol 
(Merck) em água ultra-pura]. Paralelamente às amostras em estudo foram colocadas em 
poços adjacentes amostras de referência. O número de alelos foi estimado com base nas 
amostras de referência. Simultaneamente com as amostras aplicou-se 6 a 10 µl de uma 
solução de marcador de massa molecular de 10 pb previamente diluído [(15% de marcador 
de massa molecular (Invitrogen, Califórnia, USA), 20% de tampão de aplicação III 6X e 
65% de tampão TE]. Aplicou-se uma corrente eléctrica de 500 V durante 10 a 12 horas. 
 Após a electroforese o gel foi imerso numa tina contendo solução fixadora de ácido 
nítrico 1% (Merck) durante 12 minutos. Seguidamente lavou-se o gel com água destilada e 
efectuou-se a coloração com uma solução de nitrato de prata 0,2% (Sigma) durante 20 
minutos. Seguiu-se outra lavagem com água destilada, efectuou-se nova incubação com 
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uma solução reveladora extemporânea de carbonato de sódio 0,28 M (Merck) e 
formaldeído 0,05% durante 20-25 minutos. Após nova lavagem incubou-se o gel numa 
solução fixadora de ácido acético 10% (Merck) durante cinco minutos de forma a bloquear 
a reacção. Em seguida retirou-se o excesso de tampão com papel de filtro 3M (Whatman, 
Göttingen, Alemanha) e secou-se o gel durante duas horas a 75-80ºC utilizando um secador 
de géis de vácuo (Bio-rad) de acordo com as instruções do fabricante. 
 
4.2.5.2 Electroforese em gel de agarose Metaphor®  
 A agarose Metaphor® é uma agarose de elevada resolução com uma temperatura de 
fusão intermédia (+75°C) capaz de detectar diferenças de dois pares de bases e permitir a 
obtenção de resultados reprodutíveis e comparáveis (Ochsenreither et al., 2006). Esta 
agarose permite uma elevada resolução na separação de fragmentos de DNA de 20 a 800 
pb.  
 A preparação de géis de agarose Metaphor® a 4% foi efectuada de acordo com as 
recomendações do fabricante em tampão TBE 1X, ao qual se adicionou brometo de etídio 
0,5 µg/ml. Após polimerização do gel, este foi colocado numa tina de electroforese 
horizontal contendo tampão TBE 1X. Na aplicação de amostras no gel, utilizou-se 6µl de 
produto de PCR de cada amostra previamente diluído (5:1) em solução corante de laranja 
G. Em simultâneo com as amostras, aplicou-se 2µl de um marcador de massa molecular de 
10 pares de base previamente diluído no corante laranja G. A electroforese decorreu a 100 
volts durante 210 minutos. Após a electroforese, retirou-se o gel da tina, observou-se no 
transiluminador e a imagem foi registada no sistema UVIDOC. 
 
4.2.5.3 Electroforese capilar automatizada por metodologia fluorescente 
 Neste processo as sequências iniciadoras “forward” foram previamente marcadas 
com um fluorocromo fluorescente. Cada amostra foi sujeita a electroforese capilar em gel 
de poliacrilamida, em condições desnaturantes, juntamente com um padrão interno de 
massa molecular definido, o “CEQ DNA size standard 400” (Beckman Coulter), num 
sequenciador automático “CEQ 8000” (Beckman Coulter). 
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 Os sinais de fluorescência, emitidos pelos fragmentos marcados e pelo padrão 
interno, foram analisados pelo software “CEQ™ 8000 Genetic Analysis System”, de forma 
a calcular a dimensão dos fragmentos amplificados, por PCR, o que permite a análise dos 
alelos das amostras estudadas. 
 
4.2.6 Análise bioinformática 
 
 As tabelas com os resultados em Excel foram convertidas através do programa 
“Toolkit- Excel Microsatellite Tools” para posterior análise de multilocus com os vários 
programas bioinformáticos. As distâncias genéticas foram calculadas com o programa 
MICROSAT (Minch et al., 1997), usando a medida de distância baseada na proporção de 
alelos partilhados (Dps) que segue o modelo de mutação de alelos infinitos (“infinite allele 
model”). Foi construída uma árvore consenso baseada no algoritmo “Neighbor-Joining” 
(NJ) com os programas NEIGHBOR e CONSENSE do pacote PHYLIP versão 3.6 
(Felsenstein, 2004). As matrizes de distância foram calculadas com “bootstrap” de 100 
réplicas, de forma a avaliar estatisticamente o nível de consistência da topologia da árvore. 
 Os dados foram igualmente sujeitos a uma análise descritiva com o programa 
FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 1995) para cálculo do número de alelos por locus, tamanho dos 
alelos encontrados e riqueza alélica (Rs, medida do número de alelos encontrados 
independentemente do tamanho da amostra, o que permite comparar amostras com 
diferentes tamanhos) por cada locus e por população, bem como existência de alelos 
privados (alelos presentes exclusivamente numa população, normalmente com frequências 
baixas) nas populações estudadas. Foi igualmente calculada a heterozigotia observada (Ho, 
heterozigotia média observada) e heterozigotia esperada (He, diversidade genética média ou 
a média teórica da heterozigotia de uma população, em que o cálculo é baseado nas 
frequências alélicas). 
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4.3 Resultados 
 
4.3.1 Avaliação da especificidade das sequências iniciadoras dos loci  
 
 Nesta avaliação utilizou-se um grupo de amostras de DNA de diferentes espécies de 
Leishmania (L. infantum, L. donovani, L. aethiopica , L. tropica, L. major, L. guyanensis e L. 
braziliensis) e outros protozoários (P. falciparum, T. cruzi, P. jiroveci e Cryptosporidium sp.). 
Após amplificação por PCR, observou-se que os loci analisados, à excepção dos 
loci Lm4, C e F, se encontram também no genoma de outras espécies para além de L. 
donovani s.l., uma vez que se observou amplificação de DNA (Quadro 4.3). No entanto, 
estes produtos de amplificação foram de tamanho diferente dos amplificados nas amostras 
de L. donovani s.l. Observou-se, igualmente, amplificação com as sequências iniciadoras 
dos loci Lm2 e O em Pneumocistis carinii e do locus R em Plasmodium falciparum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 - Caracterização molecular por microssatélites 
 
 102
 
 
 Q
ua
dr
o 
4.
3.
 E
sp
ec
ifi
ci
da
de
 d
os
 lo
ci
 d
e 
m
ic
ro
ss
at
él
ite
s p
el
a 
am
pl
ifi
ca
çã
o 
de
 D
N
A
 d
e 
di
fe
re
nt
es
 p
ar
as
ita
s.
Li
Ld
Le
Lt
Lm
Lg
Lb
Pf
Tc
Pj
Cr
Lm
2
+
+
+
+
-
-
-
-
-
+
-
Lm
4
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
B
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
C
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
E
+
+
+
-
+
+
+
-
-
-
-
F
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
G
+
+
-
-
+
-
-
-
-
-
-
O
+
+
+
+
+
-
-
-
-
+
-
P
+
+
+
-
-
-
+
-
-
-
-
Q
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
R
+
+
-
+
+
+
+
+
-
-
-
kL
IS
T7
03
1
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
kL
IS
T7
03
9
+
+
-
-
-
-
+
-
-
-
-
Li
, L
. i
nf
an
tu
m
; L
d,
 L
. d
on
ov
an
i; 
Le
, L
. a
et
hi
op
ic
a;
 L
t, 
L.
 tr
op
ic
a;
 L
m
, L
. m
aj
or
; L
g,
 L
. g
uy
an
en
sis
; L
.b
, L
. b
ra
zi
lie
ns
is
; P
f, 
P.
 fa
lc
ip
ar
um
; T
c,
 T
. c
ru
zi
;
Pc
, P
. j
ir
ov
ec
i; 
C
r, 
C
ri
pt
os
po
ri
di
um
 sp
.
+,
 p
re
se
nç
a 
de
 b
an
da
 d
e 
am
pl
ifi
ca
çã
o;
 -,
 a
us
ên
ci
a 
de
 a
m
pl
ifi
ca
çã
o.
Lo
cu
s
A
m
os
tr
as
4 - Caracterização molecular por microssatélites 
 103
 
4.3.2 Análise dos microssatélites em amostras clínicas 
 
 De forma a avaliar a utilização dos marcadores directamente a partir de amostras 
clínicas, procedeu-se à amplificação de DNA destes loci em diferentes amostras humanas e 
caninas. Os resultados encontram-se no Quadro 4.4. 
 Relativamente às amostras clínicas, os loci que mostraram uma maior sensibilidade 
foram B, F, G, Q e kLIST7039, uma vez que se observou o produto de amplificação 
esperado, em amostras de DNA provenientes de casos de LV e LC humana, bem como de 
órgãos diferentes de cães infectados sintomáticos e assintomáticos.  
Nos loci Lm2, E, O, R e kLIST7031 observou-se amplificação inespecífica em 
amostras de humanos saudáveis, assim como em algumas amostras de cães não infectados.  
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4.3.3 Análise electroforética dos microssatélites na população estudada 
 
 No presente trabalho, foram analizados 13 loci, em 60 estirpes humanas, 59 de 
origem canina, quatro de origem vulpina e cinco do vector, provenientes de Portugal. Na 
Figura 4.1 podem observar-se produtos de PCR dos loci Lm2 e Lm4. 
 Os produtos da amplificação por PCR foram analisados por PAGE (Figura 4.2) ou 
por agarose de elevada resolução Metaphor® (Figura 4.3). 
 
 
      
          (A)        (B) 
Figura 4.1. Fotografia de um gel de agarose, após electroforese dos produtos de amplificação dos 
loci Lm2 e Lm4. (A.) locus Lm2: Linhas 1, controlo negativo; Linhas 2 e 3, amostras de referência; 
Linhas 4 a 15, amostras caninas. (B.) locus Lm4: Linhas 1,2 e 11, amostras de referência; Linhas 3 
a 9 amostras humanas; Linha 10, controlo negativo. M, marcador de massa molecular de 100 pb.  
 
 
   
 
 
 
 
 
M  1   2   3  4   5    6    7    8   9  10  11 12 13 14  15 
100 pb→ 
M  1    2    3   4    5    6    7    8    9   10   11 
100 pb→ 
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                  (A) 
 
 
 
 
                    (B) 
 
Figura 4.2. Análise de fragmentos em PAGE 12 % de produtos de PCR amplificados para 2 locus.  
Na parte superior da figura encontra-se o número das amostras e na parte inferior o número de 
repetições do dinucleótido. 
(A). locus Lm2: Linhas 1 e 15, amostra de referência de 26 repetições (BR1); Linhas 2 e 16, 
amostra de referência de 25 repetições (ESP1); Linhas 3 a 14, amostras caninas.  
(B). locus G: Linhas 2 e 8, amostras de referência de 15 repetições (ESP1); Linha 6, amostra de 
referência heterozigótica de 17 e 20 repetições (SD2); Linha 10, amostra de referência de 18 
repetições (ET2); Linhas 1, 3 e 4, amostras caninas; Linhas 5 e 9, amostras humanas; Linha 7 
amostra de vector. M, marcador de massa molecular de 10 pb. 
 
M  1    2    3    4    5     6    7     8    9   10   11  12  13   14  15  16  M 
← 100 pb 
← 110 pb 
← 120 pb 
← 100 pb 
← 110 pb 
← 120 pb 
M   1    2     3     4     5     6    7     8     9   10    M 
 16   15   14   16    19 17/20 15/19 15   18   18  
26 25  26  26 25  26 26  25  25 26  26  27 25  25  26  25 26  25  26   26   25   26  26   25  25   26   26    27  25   25   26   25 
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                    (A) 
 
      
                       (B) 
Figura 4.3. Análise dos produtos de PCR em gel de agarose Metaphor®. 
 (A). Locus kLIST7031: Linhas 1 e 27, amostra de referência de 11 repetições dinucleotídicas; 
Linhas 2 e 28, amostra de referência de 12 repetições nucleotídicas; Linhas 3 a 13, amostras 
humanas; Linhas 14 a 26, amostras caninas; 
(B). Locus F: Linhas 1 e 10, amostra de referência de 14 repetições; Linhas 2 e 11, amostra de 
referência de 16 repetições; Linhas 3 e 12, amostra de referência de 18 repetições; Linhas 4 a 9, 
amostras humanas portuguesas; Linhas 13 e 14, amostras humanas gregas; Linhas 15 a 17, amostras 
caninas. M1, massa molecular de 50 pb. 
 
 Algumas amostras que apresentaram alelos fora do intervalo do número de 
repetições das amostras de referência, foram posteriormente enviadas para o “Laboratory of 
Molecular Parasitology”, Berlim, de forma a serem analisadas por electroforese capilar 
automatizada com o sequenciador CEQ8000 e o respectivo programa de análise de 
fragmentos associado ao equipamento. No total dos PCRs efectuados nas 128 amostras 
portuguesas para os 13 loci de microssatélites, observou-se 2,8% de alelos nulos, ou seja, 
em que não se observou amplificação, tendo estes variado entre zero e oito por locus. 
 M   1  2   3 -------------------------------- 13 14-----------------------------------------26 27 28 M 
 100 pb → 
M1   1     2     3    4    5    6    7     8    9    10   11  12   13  14   15  16   17   M1 
100 pb → 
4 - Caracterização molecular por microssatélites 
 
 108
  
4.3.4 Diversidade genética na população estudada de L. infantum  
 
 Os 13 loci analisados revelaram-se polimórficos (Figura 4.4) tendo-se obtido 
riquezas alélicas (Rs) que variaram de 1,34 a 3,57. Registou-se uma maior Rs nos loci Lm2, 
Lm4, kLIST7031, F e E, traduzindo a existência de maior variação de alelos nestes loci.  
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Figura 4.4. Representação gráfica da riqueza alélica dos diferentes loci no total de amostras da 
população portuguesa estudada. 
 
 Na análise das amostras de L. infantum portuguesas, tendo em conta as identificadas 
como zimodeme MON-1 (114) e as não-MON-1 (10), onde estão incluídos os dois híbridos 
L. infantum/L. major e as novas variantes enzimáticas, observou-se que, embora o grupo de 
amostras não-MON-1 fosse muito mais reduzido, o número de alelos encontrados neste 
grupo foi, superior ao das amostras do grupo MON-1 (Quadro 4.5). O número de alelos das 
amostras MON-1 variou de 2 a 11 (média de 4,53) e de 2 a 8 (média de 5,46) no grupo de 
amostras não-MON-1. A heterozigotia observada (Ho) nos diversos loci variou entre 0,040 
e 0,259, o que indica que todos os loci são parcialmente heterozigóticos, enquanto que a 
heterozigotia esperada, valor indicativo da diversidade genética da população, variou entre 
0,317 e 0,779. A maioria dos alelos heretozigóticos foi observada nas amostras do grupo 
não-MON-1.  
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MON-1 11
não-MON-1 7
MON-1 7
não-MON-1 7
MON-1 2
não-MON-1 4
MON-1 3
não-MON-1 4
MON-1 6
não-MON-1 7
MON-1 5
não-MON-1 9
MON-1 5
não-MON-1 5
MON-1 3
não-MON-1 5
MON-1 3
não-MON-1 3
MON-1 3
não-MON-1 2
MON-1 4
não-MON-1 5
MON-1 3
não-MON-1 5
MON-1 4
não-MON-1 8
MON-1 4.53*
não-MON-1 5.46**
N, número de alelos encontrados em cada grupo de amostras (MON-1 e n-ao-MON-1); Ntotal, número de alelos encontrados 
em toda a população estudada; Ho, heretozigotia observada; He, heterozigotia esperada
a, no grupo não-MON-1 estão incluidos 2 híbridos L. infantum /L. major e as amostras não tipadas
*razão entre a soma do número de alelos encontrados e os loci estudados (59: 13)
**razão entre a soma do número de alelos encontrados e os loci estudados (71: 13)
0.380
0.438
0.463
Quadro 4.5. Características dos 13 marcadores de microssatélites utilizados para a análise da 
população de L. infantum  em Portugal.
0.393
0.317
0.356
0.365
0.337
0.504
0.558
0.422
He
0.779
0.627
0.346
5
5
 0.172
 0.125
 0.191
 0.185
 0.156
4
5
 0.040
8-18
Ho
3
7
11
11
8
5
14
8
O
Q
R
kLIST 7031
P
C
E
F
G
Lm2
Lm4
B
4-14
10-12
8-9
2-13
10-22
8-10
8-14
10-12
Repetições
7-24
11-22
9-13
7-17
14-22
9-13
(menor-maior alelo)
12-28
12-28
11-14
6-26
4-14
6-10
5-28
Marcador
9  0.139
Total  0.139
8-18
kLIST 7039 14-18
 0.259
 0.092
Populaçãoa
 0.152
 0.060
 0.120
 0.109
8-12
6-9
NtotalN
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 De entre os vários hospedeiros, humano, canino, raposa e vector, pôde observar-se 
que as amostras provenientes do vector foram as que apresentaram uma maior Rs, devido à 
análise de duas estirpes MON-24 isoladas de Ph. ariasi do Alto Douro e a uma estirpe 
MON-1 isolada de Ph. perniciosus do Algarve (Figura 4.5).  
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Figura 4.5. Representação gráfica da riqueza alélica dos diferentes loci de microssatélites 
observada nos vários hospedeiros vertebrados e vector. 
 
 Foram encontrados seis alelos privados nas amostras de L. infantum do vector, 
nomeadamente Lm2 (28 repetições), C (10 repetições), E (16 repetições), G (19 repetições), 
O (12 repetições) e P (14 repetições). Comparando as amostras dos hospedeiros humano e 
canino, observou-se uma maior Rs nas amostras humanas reflectindo uma maior 
diversidade genética nos parasitas responsáveis pela leishmaniose humana. No grupo das 
amostras de L. infantum provenientes de raposa todos os marcadores foram monomórficos 
(Rs=1,00), com a excepção do locus kLIST7039 que resultou numa Rs de 1,96. 
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Figura 4.6. Representação gráfica da riqueza alélica na população parasitária das diferentes regiões 
de Portugal, nos loci de microssatélites estudados. AD, Alto Douro; RML, Região Metropolitana de 
Lisboa; ALT, Alentejo; ALG, Algarve. 
 
 Verificou-se uma elevada variação de Rs na população parasitária das diferentes 
regiões do país (Figura 4.6). Na população do Algarve observou-se uma maior diversidade 
genética do que na das regiões do Alto Douro e Alentejo, em seis dos 13 loci (B, E, F, G, 
R, kLIST7039). Por outro lado, nestas duas últimas regiões obteve-se uma maior Rs em 
quatro loci no Alto Douro (Lm2, Lm4, F, kLIST7031) e em três loci no Alentejo (C, O, Q). 
A RML apresentou a menor diversidade genética. 
 Foi observada elevada heterozigotia nas amostras provenientes das regiões de Alto 
Douro, Alentejo e Algarve, reflectindo uma maior diversidade genética nestas regiões. É de 
referir que é nestas regiões que se encontram a maioria das amostras de L. infantum do 
grupo não-MON-1; também nas amostras de L. infantum isoladas do vector são do Alto 
Douro e Algarve. 
 Em relação às amostras caracterizadas como híbridos de L. infantum/L. major, 
encontrou-se numa delas (H7) alelos heterozigóticos em todos os loci, com um alelo 
semelhante ao encontrado na maioria das amostras L. infantum, e o outro alelo com 
tamanho muito diferente, sendo cinco destes alelos privados. Na outra amostra (H40), 
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observou-se um genótipo com alelos, embora homozigóticos, bastante diferentes dos da 
maioria das amostras L. infantum, e com os mesmos alelos privados da amostra anterior. 
 Considerando o estado imunitário dos doentes, calculou-se a Rs dos isolados de L. 
infantum provenientes de indivíduos imunocompetentes e imunodeprimidos nos loci 
estudados (Figura 4.7). Observou-se, à excepção de dois loci (B e F), Rs superior nas 
amostras de imunocompetentes do que nas dos imunocomprometidos, reflectindo uma 
maior variabilidade genética nos primeiros. 
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Figura 4.7. Representação gráfica da riqueza alélica dos loci de microssatélites estudados nas 
amostras humanas, tendo em conta o estado imunitário dos doentes (imunocompetentes e 
imunodeprimidos). 
 
 No grupo das amostras humanas encontram-se 17 casos de recidivas relacionadas 
com 13 doentes imunocomprometidos pela infecção com o VIH. Destes 13 doentes, oito 
apresentaram genótipos idênticos entre os primeiros e os segundos episódios, sugerindo que 
os segundos episódios poderão ter sido causados pela mesma estirpe, tratando-se de 
recaídas. Em três das restantes recidivas, observou-se nos segundos episódios diferenças 
em quatro ou cinco loci, com substituição de um alelo. Num dos restantes casos, em que 
ocorreram três recidivas (H5, H6 e H7), o primeiro e o segundo episódio originaram 
genótipos idênticos, enquanto que o terceiro episódio, para além dos alelos dos episódios 
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anteriores, revelou heterozigotia com um alelo adicional e bastante diferente em todos os 
loci, correspondendo esta à amostra anteriormente referida como híbrida de L. infantum/L. 
major.  
  Efectuou-se a análise conjunta dos alelos obtidos nas amostras da população 
parasitária portuguesa para os 13 loci estudados, nas 27 amostras de referência provenientes 
de outros países da bacia mediterrânica e do Brasil. Com base na matriz de distância e 
utilizando o algoritmo “neighbor-joining” foi construido o filograma que se encontra na 
Figura 4.8, no qual a introdução de uma raíz foi levada a cabo pelo método de “midpoint 
rooting” (adição de raiz no ponto médio entre as duas unidades taxonómicas operacionais 
mais distantes). Conforme se observa neste dendrograma, diferenciam-se 85 genótipos, 
formando dois grupos principais, um constituído por amostras L. infantum não-MON-1 e L. 
donovani e outro por L. infantum MON-1. Dentro do agrupamento das não-MON-1, pode 
observar-se um pequeno sub-agrupamento composto pelas amostras provenientes de África 
Oriental (Sudão e Etiópia) juntamente com uma amostra portuguesa L. infantum/L. major 
(H40). Na base do agrupamento formado pelas não-MON-1 encontra-se um pequeno sub-
agrupamento constituído pelas amostras gregas que parecem, de algum modo, estar isoladas 
das restantes. Apesar de duas destas amostras (GR1 e GR5), terem sido identificadas por 
tipagem isoenzimática como pertencentes ao zimodeme MON-1, apresentaram genótipos 
considerados não-MON-1.  
 Os nós que separaram os dois maiores agrupamentos não foram suportados por 
valores de “bootstrap” significativos. Os valores de “bootstrap” superiores a 70% foram 
obtidos em nós de sub-agrupamentos. 
 Não se observou nenhum agrupamento correlacionado com tipo de hospedeiro ou 
mesmo com a forma clínica da doença, LV ou LC. As amostras provenientes de raposas, 
representantes do hospedeiro silvático, não mostraram nenhuma posição relevante dentro 
do agrupamento MON-1. Igualmente, não foi possível estabelecer nas amostras humanas 
nenhuma correlação entre genótipos e o estado imunitário, imunocompetente ou 
imunodeprimido. Nas amostras provenientes do vector, observou-se que as duas MON-24 
(FL4 e FL5) se posicionaram no agrupamento não-MON-1, como seria de esperar. As 
restantes amostras FL2 e FL3 (MON-1) mostraram uma posição intermédia no 
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agrupamento MON-1, ao contrário da amostra FL1, proveniente do Algarve, que 
apresentou uma elevada heterozigotia (em 10 loci) com alelos característicos de amostras 
MON-1 e não-MON-1, colocando-se na base do dendrograma, perto de uma amostra tipada 
como uma nova variante enzimática. Em termos de distribuição geográfica, à excepção das 
amostras de África (três L. donovani- SD2, ET1, ET3- e uma L. infantum- SD1), não se 
observou nenhum sub-agrupamento que pudesse evidenciar diferenciação geográfica.  
Dentro do agrupamento das estirpes L. infantum MON-1 pode observar-se um 
genótipo que, apesar de não ter suporte de “bootstrap”, contem mais de um terço das 
amostras Portuguesas. As amostras de L. infantum provenientes do Brasil distribuíram-se 
pelo agrupamento MON-1, não evidenciando qualquer tipo de sub-agrupamento. 
Na base da árvore, mas filogeneticamente afastadas dos dois grandes grupos das 
MON-1, encontra-se um genótipo correspondendo à estirpe híbrida H7 e outro constituído 
por uma nova variante enzimática (H60). Estas amostras apresentaram alelos 
predominantemente heterozigóticos, sendo alguns dos alelos idênticos aos das estirpes L. 
infantum MON-1. 
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Figura 4.8. Dendrograma “Neighbor-Joining” baseado nas distâncias Dps calculadas a partir dos 
resultados dos 13 loci de 154 amostras de L. infantum e L. donovani (portuguesas e de referência). 
H, amostras humanas de Portugal; C, amostras caninas de Portugal; Fl, amostras de flebótomos de 
Portugal; R, amostras de raposas de Portugal; ESP, amostras de Espanha; FR, amostras de França; 
GR, amostras da Grécia; MLT, amostra de Malta; SD, amostras do Sudão; ET, amostras da Etiópia; 
BR, amostras do Brasil; ● , amostras L. infantum não-MON-1. 
 
4 - Caracterização molecular por microssatélites 
 117
4.4 Discussão 
 
 Os microssatélites podem ser encontrados em qualquer genoma e, devido à sua 
grande variabilidade no número de unidades de repetição em cada locus, são uma 
importante fonte de marcadores moleculares em diferentes áreas da investigação genética 
(Orti et al., 1997). Desde a década de 90 que se têm publicado trabalhos nos quais se 
analisam microssatélites potencialmente polimórficos para Leishmania, nomeadamente em 
estirpes do Novo Mundo (Rodriguez et al., 1997; Russell et al., 1999).  
 Neste estudo foram aplicados 13 marcadores de microssatélites previamente 
descritos (Ochsenreither et al., 2006; Kuhls et al., 2007) e analisadas 128 amostras 
portuguesas de diferentes regiões geográficas e formas clínicas da doença, provenientes de 
diferentes hospedeiros vertebrados e vector, bem como 27 amostras de outras regiões da 
bacia mediterrânica, África e Brasil. Foi igualmente analisada a especificidade destes 
marcadores na presença de outras espécies de Leishmania e de outros protozoários.  
 Na análise dos tamanhos dos fragmentos resultantes da amplificação dos loci, foram 
utilizados três métodos, tendo dois deles sido directamente aplicados no nosso laboratório: 
a análise em PAGE e em gel de agarose Metaphor®, sendo possível detectar diferenças de 
dois pares de bases (Ochsenreither et al., 2006). Ambos os métodos se revelaram 
adequados para a detecção de variações de tamanho dos fragmentos dos diferentes loci 
estudados, apresentando boa resolução. No entanto, em alguns géis, de um modo especial 
nos géis PAGE, ocorreram bandas inexpecíficas, contudo as bandas do tamanho esperado 
eram as de maior intensidade (de acordo com as amostras de referência). Enquanto que a 
análise em PAGE se revelou morosa, uma vez que envolveu uma electroforese de cerca de 
10 horas com uma série de passos posteriores relativos à coloração com nitrato de prata, a 
electroforese em gel de agarose Metaphor® revelou-se de fácil execução e rápida, embora 
seja mais apropriada para fragmentos até 100 pares de base. A técnica com estas duas 
metodologias revelou-se reprodutível e adequada para execução em laboratórios com 
recursos limitados. A análise electroforética de microssatélites efectuada com gel de 
agarose Metaphor® foi aplicada em outros estudos com diferentes protozoários, 
nomeadamente Theileria parva (Oura et al., 2003). Ochsenreither et al. (2006), sugerem 
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que para a identificação de um grande número de isolados se deve efectuar uma procura 
inicial de polimorfismos nos diferentes loci usando gel de agarose Metaphor® e, 
posteriormente, determinar o número de repetições de tamanhos diferentes com recurso à 
análise de fragmentos automatizada, reduzindo assim o número necessário de análises de 
fragmentos e os custos associados. 
 No nosso estudo, todos os marcadores se revelaram polimórficos, quer ao nível de 
espécie L. infantum, quer dentro do zimodeme MON-1, revelando um poder discriminativo 
elevado. Observou-se a amplificação de alguns dos loci de microssatélites em várias 
espécies de Leishmania que não L. donovani ou L. infantum. Este facto foi igualmente 
observado por outros autores, confirmando que muitos dos marcadores de microssatélites 
estão presentes em várias espécies, inclusive em espécies consideradas geneticamente 
afastadas, sendo que, para cada espécie de Leishmania, é necessário desenhar um painel de 
marcadores de microssatélites apropriados para discriminação intra-específica 
(Schwenkenbecher et al., 2004). Apesar de este conjunto de 13 loci de microssatélites se 
destinar à diferenciação intra-específica, ao nível de estirpes do complexo L. donovani, 
observou-se amplificação para alguns protozoários que não Leishmania, nomeadamente de 
P. falciparum e P. carinii, que revelaram amplificação nos marcadores R e O, 
respectivamente. No entanto, a finalidade destes microssatélites é essencialmente para 
estudos de epidemiologia molecular e genética de populações, não requerendo a 
especificidade de um marcador molecular destinado ao diagnóstico. Em estudos de tipagem 
molecular, um outro facto a ter em conta é o número de marcadores microssatélites 
estudado, uma vez que os resultados são influenciados pelo número de loci testados. 
Quando um número reduzido de loci é analisado, as diferenças estimadas entre os isolados 
estão mais dependentes do tipo de marcadores seleccionados do que do número (Koskinen 
et al., 2004). Por outro lado, as distâncias genéticas entre isolados distantes são 
subestimadas na análise de microssatélites quanto maior for o grau de polimorfismo dos 
marcadores utilizados. No presente trabalho, verificou-se que a análise baseada nas 
distâncias genéticas revelou valores de “bootstrap” superiores a 70% apenas entre algumas 
estirpes ou entre pequenos sub-agrupamentos dentro dos grupos principais, e nunca nos nós 
basais que discriminam os grandes agrupamentos. Este facto está de acordo com a 
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observação de que os resultados da análise de microssatélites se tornam menos informativos 
para taxa muito distanciados. Daí ser útil a utilização conjunta de marcadores com um 
menor poder discriminatório (Ochsenreither et al., 2006). 
 O facto de se efectuar a análise de microssatélites directamente a partir de amostras 
biológicas, quer humanas quer caninas, poderá ser um factor limitante, uma vez que se 
observaram produtos de amplificação em tecidos não infectados de dadores voluntários 
humanos e de cães saudáveis, nomeadamente em cinco dos loci (Lm2, E, O, R e 
kLIST7031). Ao contrário do que é sugerido por Kuhls et al. (2007), não se recomendaria a 
utilização directa de amostras biológicas na tipagem com este conjunto de microssatélites, 
sendo mais seguro a utilização de DNA de parasitas em culturas. Segundo Kuhls 
(comunicação pessoal) o facto de cães, ou mesmo humanos, residentes em zonas endémicas 
apresentarem produtos de amplificação em alguns dos marcadores, sugere que em algum 
momento estes tenham contacto com o parasita. O grupo da Doutora G. Schönian testou 
estes marcadores em amostras biológicas provenientes de cães saudáveis residentes em 
Berlim, região não endémica, não tendo observado qualquer amplificação de DNA (dados 
não publicados). Os nossos resultados indicam que terá que ser ponderada a utilização 
directamente a partir de amostras biológicas. 
A heterozigotia tem sido relatada com alguma frequência em estudos de 
microssatélites em tripanossomatídeos (Rossi et al., 1994; Schwenkenbecher et al., 2004;  
Ochsenreither et al., 2006). A ocorrência de bandas duplas que variam no número de 
repetições do microssatélite, pode ser explicada tanto pela ocorrência de heterozigotia em 
loci individuais como pela possibilidade do locus analisado fazer parte de uma sequência 
isogénica (Victoir e Dujardin, 2002). Por outro lado, como as estirpes analisadas não foram 
clonadas, não se pode descartar a hipótese de mistura de populações. Neste estudo a 
heterozigotia observada nos diversos loci variou entre 0,040 e 0,259, o que indica que todos 
os loci foram parcialmente heterozigóticos, tendo o grupo de amostras de L. infantum não-
MON-1 revelado um número superior de alelos heterozigóticos comparativamente ao grupo 
de amostras MON-1. No entanto, esta heterozigotia observada ou mesmo a variação ao 
nível dos diferentes loci, poderá estar a ser um pouco subestimada, devido a eventos 
mutacionais que não reflectem variação de tamanho ou à existência de alelos nulos (Orti et 
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al., 1997), que neste trabalho foi de 2,8% nas amostras portuguesas para a totalidade dos 
loci analisados. Nas estirpes em que se observaram genótipos mistos, quer no grupo MON-
1 quer no não-MON-1, poderá haver duas explicações possíveis: tratava-se de infecções 
mistas ou de estirpes híbridas devido a recombinação genética. Diversas estirpes híbridas 
têm sido descritas na literatura, em populações naturais (Dujardin et al., 1995; Nolder et al., 
2007, Ravel et al., 2006). Na análise de microssatélites das duas amostras identificadas 
anteriormente como híbridas entre L. infantum e L. major, verificou-se que estas 
apresentaram alelos atípicos, nomeadamente uma amostra (H7) com loci heterozigóticos 
em que uns alelos se mostraram semelhante às estirpes MON-1 e os outros bastante 
diferentes, e outra amostra (H40) com loci homozigóticos mas com alelos atípicos 
relativamente às amostras L. infantum MON-1, corroborando a hipótese de recombinação 
entre estirpes. Verificamos posteriormente que com a amplificação da sequência de ITS1 e 
posterior restrição enzimática destas amostras, se observaram dois produtos de 
amplificação e de restrição característicos de cada uma das espécies, L. infantum e L. 
major, sugerindo a presença de DNA genómico das duas espécies (Nunes, 2007). 
Recentemente Maurício et al. (2006) ao analisarem por MLST estirpes do complexo L. 
donovani, verificaram a existência de diversos alelos heterozigóticos em loci únicos dos 
genes das enzimas sequenciadas, bem como genomas mosaico, que poderão apontar para a 
existência de acontecimentos de recombinação mais frequentes do que se considera 
presentemente (Tibayrenc & Ayala, 2002). Algumas estirpes humanas, uma estirpe canina e 
três das cinco estirpes provenientes do vector mostraram alelos encontrados nas populações 
MON-1 e não-MON-1 para quase todos os loci. Estes resultados poderão sugerir 
mecanismos de recombinação genética maioritariamente no flebótomo, salientando o papel 
que os vectores poderão ter na sustentação da diversidade genética (Volf et al., 2007). 
 No nosso estudo não se observaram quaisquer relações entre os genótipos obtidos e 
o hospedeiro ou reservatório. Verificou-se, no entanto, que as amostras humanas revelaram 
uma maior riqueza alélica que as amostras caninas, ou seja, apesar de se observar 
diversidade nos dois grupos, esta parece ser superior no primeiro. Este facto parece estar 
em concordância com a maior parte dos trabalhos com resultados de tipagem isoenzimática, 
em que o zimodeme predominantemente encontrado em cães é o zimodeme MON-1 
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(Chicharro et al., 2003; Campino et al., 2006). No nosso grupo de amostras caninas todas 
pertenciam ao zimodeme MON-1. No grupo MON-1 foram identificados genótipos iguais 
em amostras caninas e humanas (de imunocompetentes e imunodeprimidos), apontando 
para uma transmissão entre humanos e cães. Por outro lado, foi possível confirmar o ciclo 
de transmissão completo, uma vez que se detectaram genótipos muito semelhantes entre 
isolados humanos, isolados do reservatório canino e do vector provenientes da região do 
Alto Douro. Este ciclo de transmissão também foi demonstrado noutros estudos, 
nomeadamente com tipagem isoenzimática e utilizando PCR-RFLP e kDNA como 
marcador (Chicharro et al., 2002; Campino et al., 2006). Também nas amostras humanas se 
observou que, os isolados provenientes de doentes imunocompetentes mostraram uma 
maior variabilidade genética do que os provenientes de doentes imunodeprimidos, 
contrariando o que se verificou na tipagem isoenzimática, em que a maioria dos zimodemes 
diferentes de MON-1 foram isolados em doentes co-infectados com VIH-SIDA (Chicharro 
et al., 2003; Campino et al., 2006). 
 Em Portugal não foram observados sub-agrupamentos que se pudessem 
correlacionar com focos endémicos distintos estando de acordo com os resultados por nós 
obtidos com PCR-RFLP-kDNA, em que também não se observou qualquer associação 
(Cortes et al., 2006). Igualmente, os estudos efectuados em Portugal por tipagem 
isoenzimática, mostraram um reduzido polimorfismo enzimático nas estirpes isoladas nos 
diferentes focos endémicos do país, em que mais de 96% dos isolados pertencem ao 
zimodeme MON-1 (Campino et al., 2006). Na árvore filogenética pôde observar-se que as 
amostras provenientes de África formam um pequeno sub-agrupamento, resultante da 
presença de alguns alelos únicos e alelos heterozigóticos para alguns loci. Estes resultados 
vêm ao encontro do observado por outros autores que utilizaram diferentes marcadores 
moleculares e que concluíram que estirpes de África e Sudão formam um agrupamento 
único onde se incluem estirpes L. donovani, L infantum e L. archibaldi, sendo esta última 
entidade considerada como pertencente ao complexo L. donovani, e não um taxa separado 
como defendido por Pratlong et al. (2001). As estirpes gregas, parecem apresentar 
caraterísticas particulares, dentro dos genótipos não-MON-1, nomeadamente nos loci G e Q 
resultando um alelo de 16 e 10 repetições, respectivamente, colocando-as, à excepção da 
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estirpe GR4, todas no mesmo agrupamento, independentemente de serem L. infantum 
MON-1 ou MON-98.                                                             
 A utilização dos microssatélites como ferramenta para o estudo da epidemiologia 
molecular em diferentes espécies de Leishmania, tem-se revelado promissora e neste 
trabalho mostrou-se que, utilizando um painel de 13 loci de microssatélites, é possível 
observar-se variação intra-específica e, inclusivamente, dentro do zimodeme 
predominantemente encontrado em Portugal, o zimodeme MON-1.  
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5. Discussão geral e Conclusão 
 
 Segundo Schönian et al. (2008), a epidemiologia das leishmanioses está a 
evoluir rapidamente tanto na região mediterrânica como em outras regiões do Mundo, 
essencialmente devido a três grandes factores: alterações ambientais, sistema imunitário 
dos hospedeiros e falhas terapêuticas. Daí a importância de se unirem esforços e de se 
fazerem estudos, nomeadamente ao nível da aplicação das técnicas moleculares de 
forma a complementarem os convencionais inquéritos epidemiológicos. 
 Efectuou-se um inquérito de leishmaniose canina num total de 374 cães da 
Região Metropolitana de Lisboa, em que foi possível, a partir de 72 cães infectados, 
isolar 49 estirpes de Leishmania, tipadas como L. infantum zimodeme MON-1. As 
prevalências da Lcan encontradas nos cães com dono (18,4%) e nos cães sem dono ou 
vadios (21,6%) não foram estatisticamente diferentes, apesar de esperarmos encontrar 
uma maior prevalência no grupo de cães sem dono, uma vez que estes estão mais 
expostos à infecção/doença, devido às condições físicas e sanitárias a que estão sujeitos, 
a uma vida constante ao ar livre com permanente exposição ao vector, má nutrição e 
falta de cuidados médicos. Estes resultados vêm salientar a importância do papel 
desempenhado pelos cães vadios na transmissão do parasita Leishmania, tal como 
defendido também por Miró et al. (2007). 
 Aplicou-se a metodologia de PCR-RFLP utilizando como marcador molecular o 
kDNA na análise de 161 amostras de DNA de Leishmania. As sequências iniciadoras 
cinetoplastideais desenhadas, MC1 e MC2, revelaram-se específicas e bastante sensíveis 
para o diagnóstico e genotipagem do complexo L. donovani em parasitas isolados em 
cultura ou directamente a partir de amostras biológicas. Verificou-se variação intra-
específica quando a sequência de kDNA amplificada foi digerida com um painel de seis 
endonucleases de restrição tendo-se obtido 16 genótipos diferentes, dos quais 13 foram 
observados na população parasitária portuguesa estudada.  
 Com a aplicação desta metodologia tal como com os marcadores microssatélites 
não se associou qualquer genótipo com as diferentes regiões geográficas no que respeita 
às diferentes regiões de Portugal, talvez porque o país representa uma pequena área 
5 - Discussão geral e Conclusão 
 
 126
onde existem fluxos de migração frequentes entre os diferentes focos. Estes resultados 
estão de acordo com os obtidos pela tipagem isoenzimática, em que também não foi 
possível associar um determinado zimodeme a uma região geográfica ou foco endémico 
(Campino et al., 2006). Pelo contrário, foi possível estabelecer a associação de um 
genótipo com uma área geográfica nas amostras provenientes de África (Etiópia e 
Sudão), que se colocaram todas no mesmo genótipo. Com base no dendrograma obtido 
com os resultados de kDNA-RFLP, diferenciou-se o grupo I que contém apenas 
amostras isoladas em Portugal (à excepção de uma brasileira) que poderão ter tido uma 
evolução recente no nosso país, e o grupo II onde se encontram os genótipos 
constituídos por estirpes predominantemente não MON-1, nomeadamente L. infantum 
MON-24, MON-78, MON-98, MON-81 e L. donovani MON-18, MON-30, MON-31 e 
MON-82. A estirpe MON-24, proveniente de um doente imunodeprimido português, 
aparece aqui num grupo bastante distanciado das restantes estirpes. Estes resultados, 
vêm ao encontro de outros estudos que identificaram estirpes MON-24 em dois grupos 
separados, um junto a estirpes L. donovani e L. infantum do Norte de África, e outro 
junto a estirpes predominantemente MON-1 (Guerbouj et al., 2001; Haralambous et al., 
2007). 
 Aplicou-se a análise de 13 loci de microssatélites, descritos como polimórficos 
para L. infantum MON-1, em 154 amostras estudadas por kDNA-RFLP, das quais 128 
eram provenientes de diferentes regiões geográficas de Portugal e de diferentes 
hospedeiros e vectores. A metodologia aplicada para visualização dos resultados 
(análise por PAGE e agarose Metaphor®) revelou-se apropriada no estudo desenvolvido 
e uma alternativa mais económica à sequenciação directa das amostras ou análise 
automatizada de fragmentos. Os loci estudados revelaram-se bastante polimórficos com 
85 genótipos distintos. Observou-se uma maior diversidade no vector e no hospedeiro 
humano, em oposição ao hospedeiro canino e vulpino, tal como a tipagem isoenzimática 
e o kDNA-PCR-RFLP também revelaram ser este grupo de isolados menos heterogéneo 
(Chicharro et al., 2003; Campino et al., 2006). As regiões do Algarve, Alentejo e Alto 
Douro revelaram, tal como na análise do kDNA-PCR-RFLP, maior diversidade genética 
dos parasitas do que as outras regiões.  
 As ferramentas moleculares têm-se revelado bastante úteis para o diagnóstico de 
LV e caracterização de estirpes de doentes co-infectados com o VIH, uma vez que só 
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cerca de 40% deles desenvolvem resposta imune humoral ao parasita, limitando o 
diagnóstico por metodologias serológicas (Medrano et al., 1997). Apesar de se observar 
uma maior diversidade de zimodemes nos doentes imunodeprimidos, co-infectados com 
o VIH, em Espanha cerca de 50% pertencem ao zimodeme MON-1 (Chicharro et al., 
2003) e em Portugal ultrapassa os 90% (Campino et al., 2006). No nosso estudo, com 
ambos os marcadores moleculares, verificámos uma maior diversidade genética no 
grupo dos imunocompetentes do que nos imunodeprimidos. Através da análise do 
kDNA e dos microssatélites, observou-se que no caso de recidivas nos doentes 
imunodeprimidos, puderam observar-se diferenças entre genótipos relativamente aos 
primeiros e subsequentes episódios, que poderão permitir a diferenciação entre recaídas 
e re-infecções, tal como Morales et al. (2002) verificaram. Na análise dos genótipos 
resultantes do kDNA-RFLP verificou-se a associação entre o genótipo A e os doentes 
imunodeprimidos e o genótipo B e os doentes imunocompetentes. Apesar de se ter 
observado a predominância destes dois genótipos, o genótipo A, que ocorreu em maior 
percentagem, foi exclusivamente encontrado no nosso país. Na análise dos 
microssatélites não se observou associação entre os alelos dos loci analisados e os 
doentes imunocompetentes ou imunocomprometidos. 
Relativamente à análise de microssatélites de 2 amostras de DNA obtidas a 
partir de estirpes híbridas entre L. major e L. infantum, verificou-se que estas 
apresentaram alelos atípicos, nomeadamente uma amostra com loci heterozigóticos em 
que um dos alelos se mostrou semelhante às estirpes MON-1 e o outro bastante 
diferente. Na análise por kDNA-RFLP, esta amostra não revelou qualquer divergência 
em termos de genótipos, tendo apresentado um dos genótipos mais frequentes (B), o que 
nos leva a pensar que esta estirpe teria um genoma L. infantum dominante. Estes 
resultados vêm uma vez mais levantar questões relativamente à frequência da 
recombinação em Leishmania, uma vez que a sua propagação é essencialmente clonal 
(Tibayrenc et al., 1990). A hibridação de estirpes de Leishmania evidenciam trocas 
genéticas, apesar da ausência de um estadio sexuado. Existem, contudo, raras 
evidências, obtidas in vitro, da possível reprodução sexual que parece tomar lugar na 
forma amastigota (Kreutzer et al., 1994;Youssef et al., 1997). 
Do ponto de vista epidemiológico a ocorrência de trocas genéticas entre L. 
infantum e L. major revela-se um acontecimento muito raro, pois a distribuição 
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geográfica de estas duas entidades não é, aparentemente, sobreponível uma vez que L. 
infantum se distribui pela bacia mediterrânica e L. major encontra-se 
predominantemente em regiões áridas da Ásia e África. De igual modo, os reservatórios 
e vectores destas duas espécies também diferem, sendo L. infantum transmitida 
essencialmente por canídeos através dos vectores do subgénero Larrousius, 
nomeadaente Ph. ariasi e Ph. perniciosus, enquanto que L. major é transmitida por 
roedores através dos vectores do subgénero Phlebotomus (Ph. papatasi e Ph. duboscqi) 
(Ravel et al., 2006). 
Volf et al. (2007) verificaram que a eficácia comportamental da estirpe (H7) 
híbrida de L. infantum/L. major era superior quando comparada com L. infantum, 
aumentando o potencial de transmissão e a capacidade de sobrevivência num vector 
específico, como é o caso de Ph. papatasi. Este facto poderá ter implicações 
epidemiológicas importantes, uma vez que este vector se encontra amplamente 
distribuído pela Europa, África e Ásia, podendo estas estirpes híbridas circular através 
do insecto vector e ocorrer dispersão para novos focos. No entanto, o comportamento 
trófico, mobilidade limitada e reduzido tempo de vida deste flebotomíneo, tornam esta 
hipótese, a confirmar-se, num acontecimento raro. Estas trocas genéticas entre 
populações naturais de Leishmania poderão ter implicações médicas importantes 
nomeadamente na transmissão de resistência a fármacos e alterações na patogenicidade 
dos agentes infecciosos (Ravel et al., 2006). 
 O facto de se ter conseguido individualizar as estirpes europeias das da Etiópia e 
Sudão, quer nos resultados obtidos no kDNA-PCR-RFLP quer na análise por 
microssatélites, vêm corroborar outros estudos que agrupam as estirpes de África 
Oriental num grupo diferenciado (Botilde et al., 2006; Lukes et al., 2007; Maurício et 
al., 2007; Kuhls et al., em publicação). No nosso estudo, tal como observado por Lukes 
et al. (2007), a individualização do sub-agrupamento das estirpes de África, parece 
estabelecer-se de acordo com origem geográfica incluindo estirpes anteriormente 
consideradas como diferentes espécies, ou seja, L. infantum, L. donovani e L. 
archibaldi, evidenciando divergência genética das L. infantum europeias. Ao nível intra- 
e inter-específico, a avaliação da diversidade genética é a base para todos os estudos de 
taxonomia e genética de populações e, consequentemente para a compreensão da 
evolução dos organismos. No nosso estudo, quer pela análise de kDNA-PCR-RFLP 
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quer pela análise de microssatélites multilocus, foi igualmente detectada a presença de 
amostras geneticamente muito similares, com grande distância geográfica, entre 
Portugal e Brasil, permitindo-nos suportar a teoria de que L. chagasi e L. infantum são a 
mesma espécie. 
Os resultados obtidos com os dois marcadores moleculares revelaram-se 
bastante discriminatórios, permitindo evidenciar uma elevada diversidade genética, 
apesar de os marcadores microssatélites terem revelado uma maior diversidade que o 
kDNA. Num estudo recente de tipagem molecular efectuado por Botilde et al. (2006), 
em 25 estirpes de L. infantum e L. donovani da bacia mediterrânica, a aplicação de 
PCR-RFLP-kDNA, PCR-RFLP-proteinase cisteína beta ou tipagem de microssatélites 
multilocus revelou um maior poder discriminatório do que a análise por RAPD ou por 
tipagem isoenzimática. Os resultados do nosso estudo mostraram que Portugal, até ao 
presente considerado um país “homogéneo” no que respeita às espécies e zimodemes de 
Leishmania (Campino et al., 2006), apresenta maior diversidade genética do que tem 
sido considerado. No inquérito canino por nós realizado, todas as estirpes foram tipadas 
como L. infantum MON-1. Assim a técnica de MLEE, revela-se limitada quanto à 
detecção de variação genotípica das estirpes, não sendo, por isso, adequada a estudos de 
microepidemiologia (Lewin et al., 2002).   
No entanto, são necessários estudos mais alargados relacionados com a 
diversidade de L. infantum, e a utilização de outros marcadores moleculares, por forma 
a obter conclusões mais firmes no que respeita à epidemiologia da leishmaniose em 
Portugal. 
 
Em conclusão, os resultados por nós obtidos tal como outros estudos, em que se 
analisaram marcadores moleculares com diferentes graus de discriminação, 
demonstraram que uma identificação e diferenciação das diferentes espécies e estirpes 
dos parasitas do género Leishmania é conseguida com uma maior precisão através da 
sua caracterização molecular. No estudo apresentado nesta tese, a análise molecular 
revestiu-se de grande importância, na medida em que permitiu perceber que a 
diversidade dos parasitas Leishmania no nosso país é maior do que se tem considerado 
até ao presente. Possibilitou igualmente o conhecimento da existência de genótipos 
exclusivos em Portugal, possivelmente, de evolução recente no país. A variabilidade 
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genética no hospedeiro humano e no vector que foi superior à dos canídeos sugerindo a 
potencial existência de outro reservatório.  
Todavia, é importante realçar que estas conclusões assentam nos resultados 
actualmente existentes e, em particular, dos obtidos no presente trabalho. No futuro, a 
caracterização de um número de parasitas mais vasto e aplicação de outros alvos 
moleculares, poderá originar resultados complementares aos actuais. 
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Amostra Forma clínica Estado imunitário Região geográfica Zimodeme (MON) Observações
H1 LC imunocompetente Alto Douro n.d.
H2 LV imunodeprimido RML 1
H3 LV imunodeprimido RML n.d.
H4 LV imunodeprimido RML 1 recidiva de H62
H5 LV imunodeprimido RML 1
H6 LVC imunodeprimido RML 1 recidiva de H5
H7 LV imunodeprimido RML L.inf./L.maj. 2ª recidiva de H5
H8 LV imunodeprimido RML 1
H9 LVC imunodeprimido RML 1 recidiva de H8
H10 LV imunodeprimido RML 1
H11 LV imunodeprimido RML 1 recidiva de H10
H12 LV imunodeprimido RML 1
H13 LV imunodeprimido RML 1 recidiva de H12
H14 LV imunodeprimido RML 1
H15 LV imunodeprimido RML 1 recidiva de H14
H16 LV imunodeprimido RML 1
H17 LV imunodeprimido RML 1 recidiva de H16
H18 LV imunocompetente Alto Douro n.d.
H19 LV imunocompetente Alto Douro 1
H20 LV imunocompetente Alentejo variante
H21 LV imunodeprimido RML n.d. 
H22 LV imunodeprimido RML 1 recidiva de H21
H23 LV imunodeprimido RML 1 2ª recidiva de H21
H24 LV imunodeprimido RML 1
H25 LV imunodeprimido RML 1 recidiva de H25
H26 LV imunodeprimido RML 1
H27 LC imunodeprimido RML 1
H28 LVC imunodeprimido Centro 1
H29 LVC imunodeprimido RML 29
H30 LVC imunodeprimido RML 29 recidiva de H30
H31 LC imunocompetente Alto Douro 1
H32 LV imunodeprimido RML 24
H33 LC imunocompetente Algarve 29
H34 LV imunodeprimido RML 1
H35 LV imunodeprimido RML 1
H36 LV imunodeprimido RML 1
H37 LV imunodeprimido RML 1 recidiva de H36
Apêndice 1. Isolados portugueses humanos de L. infantum analisados neste estudo.
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Amostra Forma clínica Estado imunitário Região geográfica Zimodeme (MON) Observações
H38 LV imunodeprimido RML 1
H39 LV imunodeprimido RML 1
H40♦ LV imunodeprimido RML L.inf./L.maj. recidiva de H36
H41 LC imunocompetente Alto Douro n.d. 
H42 LV imunocompetente Alto Douro 1
H43 LV imunocompetente Alto Douro 1
H44 LV imunocompetente RML 1
H45 LV imunodeprimido RML 1
H46 LV imunodeprimido RML 1
H47 LV imunodeprimido Centro 1
H48 LV imunocompetente Alto Douro 1
H49 LV imunocompetente Alto Douro 1
H50 LV imunodeprimido RML 1
H51 LV imunodeprimido Algarve 1
H52 LV imunodeprimido Algarve 1 recidiva de H51
H53 LV imunodeprimido Algarve 1 2ª recidiva de H51
H54 LV imunodeprimido MRL 1
H55 LV imunodeprimido MRL 1
H56 LV imunocompetente Alto Douro 1
H57 LC imunocompetente MRL 1
H58 LV imunocompetente Alto Douro 1
H59 LV imunocompetente Alto Douro 1
H60 LV imunocompetente Alentejo variante
H61* LC imunocompetente Alto Douro n.d.
H62* LV imunodeprimido RML 1
H63* LV imunodeprimido RML 1 2ª recidiva de H62
H64* LV imunodeprimido RML 1
H65* LV imunodeprimido Centro 1
LV, leishmaniose visceral; LC, leishmaniose cutânea; LVC, leishmaniose viscero-cutânea;
RML, Região Metropolitana de Lisboa; n.d., não determinado; 
L. inf./L. maj ., híbrido L. infantum / L. major.
* apenas estudados por RFLP; ♦apenas estudados por microssatélites
Apêndice 1 (continuação). Isolados portugueses humanos de L. infantum analisados neste estudo.
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Amostra Região geográfica Zimodeme              (MON)
C1 RML 1
C2 RML 1
C3 RML 1
C4 RML 1
C5 RML 1
C6 RML 1
C7 RML 1
C8 RML 1
C9 RML 1
C10 RML 1
C11 RML 1
C12 RML 1
C13 RML 1
C14 RML 1
C15 RML 1
C16* RML 1
C17 Algarve 1
C18 Alentejo 1
C19 RML 1
C20 RML 1
C21 RML 1
C22 RML 1
C23 RML 1
C24 RML 1
C25 RML 1
C26 RML 1
C27 RML 1
C28* RML 1
C29 Alto Douro 1
C30 RML 1
C31 RML 1
C32 RML 1
C33 RML 1
C34* Alto Douro 1
C35 RML 1
C36 Alentejo 1
C37 RML 1
C38 RML 1
C39 RML 1
Apêndice 2. Isolados portugueses caninos de L. infantum 
analisados neste estudo.
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Amostra Região geográfica Zimodeme              (MON)
C40* RML 1
C41* RML 1
C42 RML 1
C43 RML 1
C44 RML 1
C45 RML 1
C46 RML 1
C47 Alto Douro 1
C48 Alentejo 1
C49 Alto Douro 1
C50 RML 1
C51 RML 1
C52 RML 1
C53 Alentejo 1
C54 Alentejo 1
C55 RML 1
C56 RML 1
C57 Alentejo 1
C58 RML 1
C59 RML 1
C60 RML 1
C61 RML 1
C62 RML 1
C63* Alentejo 1
* apenas estudados por RFLP
RML, Região Metropolitana de Lisboa.
Apêndice 2 (continuação). Isolados portugueses caninos de 
L. infantum analisados neste estudo.
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Apêndice 3. “Primers” MC1/MC2 utilizados para a amplificação da seqûencia 
parcial do minicírculo, a partir de uma sequência completa do minicírculo de DNA 
cinetoplastideal de L. infantum (nº de acesso “Genebank”: AF169140). 
 
 
 
   1 GGGGTTGGTG TAAAATAGGG CCGGGTGGTG GCCGGAAATG GCTCCCCTGG GCTGGATTGG 
  61 GTTTTCCTGG GCTGGATTGG GCTGAAACCC TGGGGTTGGG GGCTTGGTTT TGGGTGGGCT 
 121 AGCGTTTTTG GTGTTTTAAT GGTTCGGGTG CCTTTGATGT GGGTGTTGGT TGTGTGACTT 
 181 TAGTGGGTTG GAGCCTGGTG GAGGCTTGTG CCTTGGTGGG ATTAGTCTGG TGGGATGCTT 
 241 CGGGGTTACT CTACGGGTGT CTTTGATGAT GCTGGGTGGG TTGACTTTAA TGTTGGGGTT 
 301 AGCCGATGGT GGTCTTGGGT TGACCTTAGG TGGTGATTCT CTTTAATATT GATATTAAAG 
 361 GTAAGTGCTT GGACATATGA TATAGCCATA GCGCTTTAGA ATAGTTCGAC TCCGAAGACC 
 421 CGGTCTGAGG TAGTGTTAAG TGTACATTAA TCTAGTATAT AATTTAGCAT ATAATAACTG 
 481 ACATTACTCG TACACTATAA GTATTATGTT TAATATATTG CTGTAGTATG TATTTGTGTG 
 541 CTGTGTGTAG TAGTAATATC TATACCGATA TATTTATAGG TTGGCGCATA CTGCAGTGAA 
 601 TTGAAAATTA ATGAATTGGG GTCGGGCTGT GGGAAGGTGT CGTAAATTCT GGAAAATGAT 
 661 GGAAAATGGC CAAAAATGGG GGGAAATTCC AAACTTTTCT GGTCCTCCGG GTAGGGGCGT 
 721 TCTGCAAAAT CGGAAAAATG GGTGCAGAAA TCCCGTTCAA AAATCGACCA AAAATGCCAA 
 781 AAATCGGCTC CGGGGCGGGA AACTG 
 
 
 
Região conservada do minicírculo a vermelho; “primers” a verde. 
 
